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ADA: Adenosín deaminasa 
ADMA: Dimetilarginina asimétrica 
AdoHcy: S-adenosilhomocisteína 
AdoMet: S-adenosilmetionina 
AMM: Aciduria metil malónica 
CblC: Cobalamina C 
CblD: Cobalamina D 
CblF: Cobalamina F 
CBS: Cistationina β sintasa 
CC: Genotipo salvaje (Wild Type) para la mutación 677C>T 
CT: Genotipo heterozigoto para la mutación 677C>T 
DDAH: Dimetilarginina dimetilaminohidrolasa  
EC: Nomenclatura enzimática 
ECV: Enfermedad cardiovascular 
eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial 
FPIA: Polarización de fluorescencia  
FRV: Factor de riesgo vascular 
GRP78: glucose-related-protein 
Hb: Hemoglobina 
Hcy: Homocisteína  
HDL: Lipoproteínas de alta densidad. High density lipoproteins 
HHcy: Hiperhomocisteínemia 
HM: Genotipo homocigoto mutado  
hsp:  Gen que codifica proteínas de choque térmico  
Hsps: Proteínas de choque térmico. Heat Shock Protein 
HSP: Familia de proteínas de choque térmico  
HSR: Respuesta de choque térmico 
HT: Heterocigoto 
IκBα: Inhibidor específico de kapa B 
ICAM: Moléculas de adhesión intracelular  
IL-4: Interleuquina 4 
INF-γ: Interferón 
IP-10: Proteína inducible por interferón 
ISAMs: Moléculas de adhesión molecular 
I-TAC: Quimiocina inducida por interferón 




LC: Sistema LightCycler  
LDL: Lipoproteínas de baja densidad. Low density lipoproteins 
LOX-1: lectin-like oxidized LDL receptor 
LOX-1: Receptor de LDL oxidada 
MCP-1: Proteína quimiotáctica de monocitos 
M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrófagos 
MIG: Monoquinas inducidas por interferón 
MTHFR: Metiletetrahidrofolato reductasa 
MMP-9: Metaloproteinasa 
NFκB: Factor de transcripción kapa  
NK: Células natural killer 
PAF: Factor de activación plaquetaria 
PAI-1:Inhibidor del activador de plasminógeno  
PCR: Proteína C reactiva 
PERK: Proteína kinasa del retículo endoplásmico 
PMN: Leucocitos polimorfonucleares neutrófilos 
RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
SAA: Proteína amiloide sérica 
SAH: S-adenosilhomocisteína 
SAM: S-adenosilmetionina 
SDMA: Dimetilarginina simétrica 
SNPs: Polimorfismo mononucleotídico. Single Nucleotid Polymorphism. 
SRA: Receptor scavenger 
TGF-β: Factor β de crecimiento transformante 
tHcy: Homocisteína plasmática total 
TMB: Tetrametilbenzidina 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral 
t-PA: Activador tisular de plasminógeno 
TT: Genotipo homocigoto mutado para la mutación 677C>T 
UPR: Respuesta a proteínas no plegadas. (Unfolded protein response)  
VCAM: Moléculas de adhesión vascular 
VISP y VITATOPS: Estudios de intervención. Vitamin Intervention for Stroke Prevention 
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En la actualidad, la enfermedad vascular es la principal causa de muerte en los países 
desarrollados, teniendo como base de la enfermedad procesos de aterosclerosis y de 
trombosis.  
La ateroesclerosis está considerada como una enfermedad inflamatoria crónica. La 
hipótesis fisiopatológica más aceptada es la de respuesta a la lesión. Se propone que el 
primer paso en la formación de la placa de ateroma es la denudación / disfunción 
endotelial. Cada lesión característica de ateroesclerosis representa una fase diferente de 
un proceso crónico de la arteria, en el que se incrementan la permeabilidad a 
lipoproteínas, la adhesividad de leucocitos y plaquetas y la aparición de un estado 
procoagulante, así como la liberación de moléculas vasoactivas, citoquinas y factores de 
crecimiento. 
Las células que intervienen en esta fase de respuesta inflamatoria son monocitos-
macrófagos y linfocitos T (predominantemente del fenotipo CD4+).  
Si la reactividad a las células T está implicada en la ateroesclerosis, es importante 
identificar qué moléculas (autoantígenos) pueden ser candidatas para dirigir la respuesta 
y caracterizar la especificidad y el fenotipo funcional (proinflamatorio o regulador) de 
las células T que infiltran las placas de ateroma. Se ha propuesto un gran número de 
moléculas, entre las que se incluyen  miembros de la familia  de las proteínas de choque 
térmico (Hsps). 
Por otra parte, numerosos estudios clínicos demuestran que la homocisteína plasmática 
total (tHcy) constituye un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular y predice la 
mortalidad en pacientes con enfermedad coronaria arterial, así como la aparición de 
nuevos eventos cardiovasculares, independientemente de los factores de riesgo 
tradicionales.  
El aumento moderado de homocisteína se debe a la disminución en la actividad de las 
enzimas implicadas en su metabolismo: homocisteina-S-metiltransferasa, cistationina-β-
sintasa (CBS) y metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La disminución de la 
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actividad de estas enzimas se puede producir por alteraciones en su estructura primaria, 
por defectos de sus coenzimas o por mutaciones en los genes que codifican dichas 
enzimas.  
Los mecanismos a través de los cuales la homocisteína podría causar daño vascular son 
diversos, entre los que se pueden citar: la conversión de homocisteína (Hcy) a Hcy-
tiolactona, estrés del retículo endoplásmico (RE), estrés oxidativo e inducción de 
factores proinflamatorios.  
La generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) se realiza bien a partir del grupo 
sulfidrilo de la  homocisteína, utilizando ión cobre como catalizador,  ó bien a través de 
la formación de tioésteres muy reactivos (Hcy-tiolactona) que darían lugar a agregados 
con LDL. La captación de esos agregados por macrófagos en la pared del vaso, daría 
lugar a la formación de las células espumosas. Las ROS inactivan el óxido nítrico, 
potenciando el proceso ateroesclerótico por vasoconstricción, agregación plaquetaria y 
adhesión de monocitos a la capa celular endotelial.  
Por otra parte, la homocisteína induciría una situación de estrés en el retículo 
endoplásmico (RE), por acúmulo de proteínas con errores de plegamiento en el lúmen 
del mismo, lo que activaría la expresión de una proteína kinasa del retículo 
endoplásmico (PERK) que suprime la síntesis proteica.  
La denominada respuesta de choque térmico (HSR) es la principal reacción a la 
agresión ambiental y fisiopatológica. Tras sufrir la agresión celular, la síntesis proteica 
se ve profundamente alterada, cesando la síntesis de la mayoría de las proteínas e 
induciéndose otras, entre las que destacan las Hsps. Esta respuesta constituye un 
mecanismo de defensa, habiéndose detectado en diferentes condiciones patológicas, 
alteraciones en la expresión génica de las Hsps.  
La expresión de la proteína kinasa PERK activa la transcripción de un grupo de 
caperonas de la familia de las proteínas de choque térmico HSP70, la GRP78. 
El papel citoprotector de las Hsp70, está documentado en una amplia variedad de 
enfermedades humanas, tales como desórdenes metabólicos, inflamación, infección e 
isquemia, por lo que podrían considerarse como marcadores de daño celular, 
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constituyendo el preludio de un sugerente potencial terapéutico, sobre todo, para 
controlar y prevenir complejas enfermedades multifactoriales.  
Aunque la influencia precisa de las Hsps en la aterogénesis y en la arterioesclerosis no 
está aún bien definida, numerosos estudios están evidenciando una asociación entre 
expresión de Hsps y reactividad a Hsps e inducción de la respuesta inflamatoria que 
caracteriza el desarrollo de la ateroesclerosis. 
La comprensión de los mecanismos moleculares que regulan la HSR, cobra gran 
trascendencia por su aplicabilidad en medicina.  
En definitiva, el mejor conocimiento de los acontecimientos que conducen a la 
inducción y progresión de la ateroesclerosis, y el desarrollo de estrategias que controlen 




1.1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR y ATEROSCLEROSIS 
 
La enfermedad cardiovascular causa anualmente en Estados Unidos1, un número de 
muertes que alcanza el 50% del total de fallecimientos, siendo superior al porcentaje de 
muertes ocasionadas por otras causas como: cáncer (30%), enfermedad pulmonar (5%), 
accidentes (5%), enfermedad hepática (1%), suicidios (1%), infecciones y otras causas 
(8%). Esta situación aumenta año tras año, alcanzando proporciones de epidemia. La 
situación en Europa y Asia2 es similar. En España, aunque la tasa de mortalidad es 
menor, la enfermedad cardiovascular constituye también la primera causa de muerte. 
Datos recientes3indican que a pesar de haberse producido un descenso en 2006 con 
respecto a 2005 en el número de muertes por enfermedad cardiovascular, éstas suponen 
















Figura 1.1-1. Porcentaje de mortalidad en España, por enfermedad 3 
 
Está documentado que existe un elevado número de personas asintomáticas con alto 
riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular, por el hecho de poseer más de dos 
factores de riesgo clásicos, sobre los que no se realiza un control adecuado4, lo que 
ocurre  en más del 60%. 
Sin embargo y a pesar de los avances logrados en el conocimiento de la enfermedad 













diabetes e hipercolesterolemia, no llega a predecir exactamente un evento 
cardiovascular. 
El término “enfemedad cardiovascular”, se utiliza generalmente para referirse a 
enfermedad cardiaca. Sin embargo este término resulta muy impreciso ya que engloba 
cualquier enfermedad de corazón y vasos sanguíneos. Esta imprecisión puede dar lugar 
a errores conceptuales sobre la prevalencia y la diversidad de estas enfermedades. 
Más del 75% de todas las enfermedades cardiovasculares corresponden a enfermedades 
de la pared arterial1. Así, el infarto de miocardio ó el ictus pueden producirse por 












Figura 1.1-2. Porcentaje de mortalidad en España, causado por enfermedad cardiovascular 3 
 
El término “arteriosclerosis” se refiere de forma genérica al engrosamiento y 
endurecimiento de las arterias independientemente de su tamaño, mientras que el 
término “aterosclerosis” se circunscribe a arterias de mediano y gran calibre, cuando las 
lesiones se producen en la pared arterial, produciéndose las denominadas placas de 
ateroma, compuestas por depósitos de lípidos, tejido fibroso y células inflamatorias. Los 
términos griegos "esclerosis", en referencia al endurecimiento de la capa íntima arterial 
y "athere" (gachas) en relación a la acumulación de lípidos, definen las principales 
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La aterosclerosis afecta al árbol arterial, pudiendo lesionar fundamentalmente aquellas 
arterias que irrigan corazón, cerebro y extremidades inferiores, como coronarias, 
carótidas, vertebrales, cerebrales, aorta, ilíacas y femorales. Sus complicaciones 
asociadas -enfermedad arterial coronaria, enfermedad vascular periférica e ictus- son las 
principales causas de morbi-mortalidad en la mayoría de las sociedades occidentales.  
Ya a mediados del siglo XV, los primeros anatomopatólogos del Renacimiento Italiano 
documentan la presencia de placas calcificadas, engrosamiento y depósitos blandos, 
denominados posteriormente ateromas, en aorta y en arterias largas. En 1543, Versalius 
publica, basado en sus disecciones, su atlas ilustrado de anatomía humana5, en el que 
aparecen dibujos de placas en arterias. En 1835, Lobstein6 introduce por primera vez el 
término arteriosclerosis, para referirse al engrosamiento de las placas arteriales con 
contenido de calcio. A mediados del siglo XIX, Rokitansky7 y Virchow8, analizan el 
proceso de aterogénesis. Mientras que Rokitansky atribuye el engrosamiento encontrado 
al depósito de componentes de la sangre en la superficie de la íntima, Virchow da el 
nombre de “endoarteritis crónica deformante nodosa” a los cambios arteriales 
producidos en la arterioclerosis, describiendo cambios inflamatorios e infiltración de 
grasa en la íntima arterial, degeneración de la pared arterial, fibrosis, calcificación y 
ateroma con depósitos cristalinos y sugiere que la permeabilidad alterada de la íntima 
arterial permite una mayor filtración de plasma y depósito de grasa en asociación con 
los cambios degenerativos de la pared arterial. En 1924 Aschoff9, describe depósitos de 
cristales de colesterol en ateromas de aorta. 
En los primeros años del siglo XX, se realizan numerosos intentos, aunque sin éxito 
para conseguir in vivo la producción de placas de ateromas por infusión de cultivos 
bacterianos. En 1908, Ignatowsky10 comienza a interesarse por el papel que la dieta 
pueda tener en la aterogénesis, siendo el primero en introducir en la dieta de animales 
vegetarianos como el conejo, la ingesta de carne, huevos y leche con el objeto de 
conseguir placas de ateromas, provocando, tras una larga ingesta de la dieta, ateromas 
en aorta, pero también cirrosis, nefritis, albuminuria. Su conclusión: “la ingesta de 
colesterol provoca aterogénesis”. 
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Años más tarde, en Estados Unidos, Newburg11 repite el mismo experimento, pero 
eliminando de la dieta, mediante extracción orgánica, todo el colesterol y la grasa. El 
producto protéico obtenido produce idénticas placas a las observadas por Ignatowsky 
años antes, lo que le lleva a concluir que la dieta protéica, más que el colesterol, es la 
responsable de la aterogénesis producida in vivo, por lo que continua su trabajo 
realizando una infusión de aminoácidos puros, con objeto de conocer que aminoácido es 
el causante del depósito de placas12. Sin embargo éste no se produce, y de nuevo los 
animales desarrollan nefritis y albuminuria especialmente tras la infusión de cisteína, 
tirosina ó triptófano.  
Hasta 1990, la aterosclerosis se considera como una enfermedad degenerativa producida 
por depósito de lípidos, y definida como una enfermedad arterial muy prevalente 
caracterizada por discretos engrosamientos de la íntima, debido a depósitos lipídicos y 
de colágeno. Tradicionalmente la patofisiología de la aterosclerosis se reduce a la 
hipótesis del colesterol, y de hecho los niveles de colesterol y LDL-colesterol 
plasmáticos, tienen un indudable valor como marcador de riesgo de futuros eventos 
cardiovasculares. Sin embargo muchos individuos que padecen un infarto de miocardio, 
presentan niveles de colesterol  y LDL-colesterol inferiores a los recomendados13. Es 
indudable que a la vista de los hallazgos clínicos es necesario mejorar la capacidad de 
predecir el riesgo cardiovascular. Aunque el colesterol está considerado como factor 
causal en aterosclerosis14 y el conocimiento de las vías moleculares que regulan el 
colesterol ha permitido el desarrollo de tratamientos con efecto reductor de los niveles 
de colesterol, no obstante existe controversia acerca de los mecanismos a través de los 
cuales los altos niveles de LDL-colesterol produce aterosclerosis15. 
En los últimos 15 años, el conocimiento de la aterosclerosis ha permitido llegar a definir 
la aterosclerosis como una enfermedad inflamatoria difusa de la capa interna arterial, 
cuya lesión contiene células del sistema inmunológico capaces de causar y dirigir una 
respuesta inflamatoria.  
La idea actual del origen inflamatorio de la aterosclerosis, considerada como  “respuesta 
al daño”, fué pronunciada por Ross16, en 1999. De acuerdo con esta hipótesis se 
consideran factores causantes de inflamación en aterosclerosis a: dieta rica en grasas 
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saturadas, obesidad, hábito tabáquico, hiperglucemia, resistencia a insulina, 
lipoproteínas de baja densidad (LDL), LDL-oxidada, hiperhomocisteinemia, 
hipertensión, angiotensina II elevada y agentes infecciosos como virus herpes y 
Chlamydia pneumoniae. 
Aunque el inicio en el proceso de la aterosclerosis permanece sin aclarar, parece que el 
primer paso es una disfunción endotelial. Las células endoteliales juegan un importante 
papel en la función del sistema vascular.  
Estas células forman una monocapa que cubre el sistema vascular. Su integridad 
estructural y funcional es fundamental para mantener la homeostasis de la pared del  
vaso. La estructura de las células endoteliales es poligonal, habitualmente de un tamaño  
menor de 1 μm y elongadas en dirección paralela al eje del vaso. Muchas poseen 
vesículas pinocíticas en su citoplasma, abundantes mitocondrias, retículo endoplásmico 
granular bien desarrollado y aparato de Golgi. El área de contacto entre células  
 
 















endoteliales varía desde el simple contacto entre las membranas celulares, hasta la 
formación de puentes intracelulares bien definidos (desmosomas). El tamaño de la 
membrana basal (Fig 1.1-3) que separa las células endoteliales del espacio subendotelial 
en la estructura del vaso, depende no solo del tamaño de la arteria, sino de la edad del 
individuo. Así desde el nacimiento y en los primeros años de la vida, el espacio 
subendotelial en las arterias coronarias es muy pequeño. A partir de la primera década y 
en la edad adulta comienza a aumentar, debido a la acumulación de lípidos, células 
inflamatorias y tejido conectivo. 
Las células endoteliales poseen propiedades sintéticas, metabólicas y mecánicas. Sirven 
como membrana semipermeable, controlando la transferencia de pequeñas y grandes 
moléculas hacia la pared arterial y a través de las paredes de capilares y venas. Son 
responsables de mantener un interespacio sangre-tejido no trombogénico, regulando la 
trombosis, la trombolisis y la adhesión plaquetaria. Además modulan el tono vascular y 
el flujo sanguíneo, modifican lipoproteínas y regulan el crecimiento de otras células, 
especialmente de células musculares lisas. En relación con la aterosclerosis, las células 
endoteliales son capaces de regular reacciones inmunes e inflamatorias sintetizando 
factores químicos capaces de controlar las interacciones de leucocitos mononucleares 
con la pared del vaso sanguíneo.   
El endotelio responde a estímulos externos de daño celular, ajustando sus funciones 
fisiológicas, o sintetizando nuevas proteínas. En condiciones patológicas la pérdida del 
equilibrio homeostático produce un incremento de la actividad protrombótica con 
aumento de la síntesis de sustancias pro-inflamatorias y vasoconstrictoras. Por tanto, el 
primer paso en el proceso de la aterosclerosis es la disfunción endotelial.  
El término genérico “disfunción endotelial” se aplica para describir cualquier cambio de 
la función endotelial (estimulación o activación)  ante un estímulo o daño externo.  
Así, el término “estimulación endotelial” se refiere a la respuesta celular rápida y 
reversible del endotelio ante una estimulación, independiente de la síntesis de nuevas 
proteínas.  
Por el contrario, el término “activación endotelial”, se refiere a la alteración de la 
expresión génica de las células endoteliales, en respuesta a estímulo o daño celular, 
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dando lugar a la síntesis de nuevas proteínas. Esta respuesta es irreversible y puede 
durar horas e incluso días. La inducción de la activación endotelial se produce por 
numerosos factores de riesgo y situaciones clínicas que se han relacionado con la 
formación precoz y progresión de las lesiones para dar lugar a la aterosclerosis16. 
Algunas de estas situaciones, se recogen en la figura 1.1-4. 
Figura 1.1-4.  Causas de activación endotelial 
 
Aunque no está bien definido, se piensa que el entorno aterogénico arterial se podría 
generar a partir de las células endoteliales activadas18. 
Como ya se ha descrito, una de las funciones más importantes de las células endoteliales 
es regular el flujo sanguíneo en condiciones tanto fisiológicas como patológicas. Esta 
regulación está mediada por la generación de vasodilatadores: prostaciclina (PGI2) y 
óxido nítrico (NO) y vasoconstrictores: endotelina (ET-1) y angiotensina II, así como la 
síntesis de anticoagulantes y factores fibrinolíticos como el activador tisular de 
plasminógeno (t-PA), heparán sulfato y trombomodulina, factores que mantienen el 











La prostaciclina PGI2, metabolito del ácido araquidónico, es vasodilatador y  
antiagregante plaquetario. El óxido nítrico, identificado inicialmente como factor de 
relajación endotelial (EDRF), es anti-inflamatorio, inhibe la agregación plaquetaria y 
promueve la vasodilatación. 
La endotelina, proteína de bajo peso molecular (21 aminoácidos), induce 
vasoconstricción prolongada y promueve el crecimiento de células del músculo liso.  
La angiotensina II, proteína de 452 aminoácidos, causa vasoconstricción y es pro-
inflamatoria. La angiotensina II se genera mediante dos sistemas similares, aunque algo 
diferentes, como son: el sistema renina-angiotensina circulante y el tisular. El sistema 
tisular produce localmente angiotensina II, involucrada en diferentes actividades 
autocrinas y paracrinas tisulares, incluyendo aterogénesis19.  
Así mismo, las células endoteliales tienen la capacidad de producir el inhibidor del 
activador de plasminógeno (PAI-1) y el factor tisular, promoviendo la trombosis.  
 
Las células endoteliales disfuncionales son más permeables a las lipoproteínas LDL y 
otras lipoproteínas que las células normales. Esta respuesta del endotelio activado, 
facilita e incrementa el flujo de las LDLs hacia el espacio subendotelial (Insudación), 
quedando retenidas20 mediante su adherencia a constituyentes de la matriz extracelular 
como heparán sulfato y proteoglicanos, formando agregados coalescentes21, 
acumulándose en el espacio subendotelial22. Estas lipoproteínas son oxidadas por 
radicales libres liberados del metabolismo celular, lo que da lugar a la expresión de 
moléculas de adhesión tales como P-selectina y VCAM-1 (moléculas de adhesión 
vascular), en la superficie de las células endoteliales en el espacio subendotelial23. La 
oxidación se produce por mediación del anión superóxido (O2-), liberado por células del 
músculo liso activadas y por macrófagos de la pared vascular24.  
Algunos estudios cinéticos realizados con lipoproteínas marcadas, en modelos de 
aterosclerosis animal, indican que el sitio de inicio de la formación del ateroma coincide 
con el sitio arterial de estancia prolongada de las LDL25. El tiempo de estancia 
prolongado de las LDLs en el espacio subendotelial, incrementa su susceptibilidad a la 
oxidación y otras modificaciones químicas.  
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Por otra parte, la endotelina es capaz de aumentar la insudación de las LDLs activando 
la vía del receptor específico acoplado a células endoteliales26. Algunos de los 
receptores de lipoproteínas que intervienen en estos procesos son, entre otros  LDL-
receptor (LDLR), VLDL-receptor (VLDLR), proteína relacionada con el receptor de 
LDL (LRRP) y el receptor de asialoproteínas27. 
Así mismo, la generación local de angiotensina II, aumenta la expresión de NADH-
oxidasa en la célula endotelial activada, dando lugar a la producción de anión 
superóxido28, aumentando la oxidación de las LDLs por estímulo de la actividad 
lipooxigenasa en macrófagos29. En condiciones normales, el anión superóxido es 
neutralizado por la superóxido dismutasa (SOD), enzima producida por el endotelio 
normal. La expresión de esta enzima se reduce cuando se produce una disfunción 
endotelial30. 
 
Las LDLs oxidadas actúan como moléculas pro-inflamatorias induciendo la síntesis 
endotelial de citoquinas como el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-
CSF), mitógeno que provoca la división celular de macrófagos y la proteína 
quimiotáctica de monocitos (MCP-1)31, citoquina quimioatractante o quimiocina que 
promueve la migración de monocitos al espacio subendotelial, hacia el ateroma en 
formación, favoreciendo la adherencia de las células inflamadas a la íntima endotelial32.  
Simultáneamente se produce la conversión de monocitos a macrófagos, controlada por 
M-CSF y la activación de macrófagos, replicación, expresión de receptores scavenger  y 
secreción de citoquinas inflamatorias. La expresión de receptores scavenger, da lugar a 
la captación del exceso lipídico, de forma que las LDLs oxidadas son fagocitadas por 
macrófagos activados, que residen en la pared del vaso, a través de receptores scavenger  
localizados en su superficie, dando lugar a la formación de células espumosas33. La 
expresión de dichos receptores está regulada por citoquinas34 como: Interleuquina  4 
(IL-4), factor de necrosis tumoral (TNF-α), factor β de crecimiento transformante 
(TGF-β), interferón (IFN-γ) y angiotensina II35, sintetizadas por células T y células 
endoteliales en respuesta al daño celular. IFN-γ y TNF-α disminuyen la expresión de 
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receptores  scavenger, mientras que IL-4 y TGF-β aumentan su expresión. Algunos de 
los receptores scavenger identificados incluyen: CD3636, receptor de LDL-oxidadas 
(LOX-1)37 y receptores A-1 y A-2 (SRA-1 y 2)38.  
El secuestro de las lipoproteínas oxidadas constituye un punto importante en la 
protección inicial ejercida por macrófagos. 
 
Figura 1.1-5. Fases en el desarrollo de la enfermedad. Tomada de Cairols et al69 
 
Otro factor pro-inflamatorio componente de las LDL oxidadas, el factor de activación y 
agregación plaquetaria (PAF), estimula la producción y secreción de citoquinas por 
macrófagos39. La existencia de una relación significativa entre [colesterol-LDL] y los 
niveles de PAF-1, junto con el aumento de los niveles PAF-1 en relación con la 
enfermedad, sugiere que el PAF-1 podría promover la enfermedad40. 
 
Simultáneamente a la insudación y oxidación de las LDLs, en el espacio subendotelial 
se produce la adherencia de leucocitos mononucleares (monocitos y células T), a la 
superficie endotelial. El endotelio normal es capaz de resistir esta adhesión41, mientras 
que el endotelio activado no, debido en parte a la disminución en la producción de 
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óxido nítrico (NO), ya que las LDLs inhiben la actividad oxido nítrico sintasa endotelial 
(eNOS).  
 El NO reduce selectivamente la expresión endotelial de moléculas de adhesión y 
disminuye la síntesis de citoquinas inducidas por el endotelio activado, interfiriendo con 
el factor de transcripción kappa B (NFκB) y aumentando la producción del inhibidor 
específico de kappa B (IκBα)42. El NFκB regula numerosos genes implicados en la 
inflamación, particularmente en la aterosclerosis. Las citoquinas expresadas por el 
endotelio activado, inician también la expresión de moléculas de adhesión, reguladas 
transcripcionalmente. 
 
Tras la adhesión celular, se produce el rodamiento hasta conseguir una adhesión firme. 
En este proceso participan cuatro familias de moléculas de adhesión, que incluyen: 1) 
selectinas, 2) la gran familia de moléculas de adhesión inmunoglobulinas (ISAMs), 3) 
adresinas y 4) integrinas43,44,45. Las selectinas (P-selectina y E-selectina) y las ISAMs 
son producidas por células endoteliales43, mientras que adresinas e integrinas son 
producidas por leucocitos mononucleares46, con el fin de unir selectinas e ISAMs a la 
superficie endotelial. Tras la activación endotelial, se produce la expresión de P-
selectina, que se acumula en el citoplasma de la célula endotelial47. P-selectina también 
se sintetiza y expresa en la superficie de plaquetas activadas. Mientras que la síntesis y 
expresión de P-selectina se produce de forma rápida, la produción de E-selectina es un 
proceso más lento43. 
La superfamilia de las ISAMs producidas, están involucradas en la localización de 
leucocitos. Forman parte de esta familia las moléculas de adhesión intracelular (ICAM-
1, ICAM-2)  y  la molécula-1 de adhesión vascular (VCAM-1) y se sintetizan en un 
proceso dependiente de citoquinas (IL-1-6 y TNFα).  
Las adresinas e integrinas sintetizadas en la superficie de leucocitos, son capaces de unir 
en su región rica en carbohidratos, las selectinas e ISAMs de la superficie del endotelio 
activado. Las integrinas están compuestas por dos subunidades (α y β), siendo la 
subunidad β  la que interviene mayoritariamente en la unión a la célula endotelial. Así la 
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β-1 Integrina se une a VCAM-1, mientras que la subunidad β-2 se une a las ICAM-1 y 
ICAM-243.  
Una vez producida la adhesión firme, se inicia el proceso de transmigración 
(quimiotaxis), proceso dinámico dependiente de energía, en el que intervienen 
moléculas como citoquinas y quimiocinas, secretadas por las células T. 
Las quimiocinas están constituidas por dos familias alfa y beta. Las α-quimiocinas 
como IL-8, son potentes quimiotácticos para neutrófilos, mientras que las β (MCP-1) lo 
son para monocitos y células T. La MCP-1 promueve la transmigración de monocitos al 
espacio subendotelial. Existe un tercer grupo de quimiocinas, sintetizadas por células T, 
que pueden inducir atracción linfocitaria y acumulación en el desarrollo del ateroma. 
Estas quimiocinas incluyen la proteina 10 inducible por interferón (IP-10), I-TAC y 
monoquinas inducidas por interferón-γ (MIG)48. 
En síntesis, en los procesos de contacto, rodamiento, adhesión y transmigración, están 
involucradas selectinas y adresinas, ISAMs e integrinas y quimiocinas. 
Por otra parte, TNF-α e IL-1 son capaces de provocar otros procesos inflamatorios pro-
aterogénicos, como: 1) inhibición de la lipoproteína lipasa, causando un aumento de 
niveles de VLDL e hipertrigliceridemia49, 2) inducción de la interleuquina 6 (IL-6) 
capaz de aumentar la producción hepática50 de proteínas reactantes de fase aguda, como 
la proteína C reactiva (PCR), que además de ser un marcador de inflamación, puede 
ejercer un efecto directo en el reclutamiento de leucocitos en la pared del vaso51. 
Otra citoquina, la IL-12, sintetizada por macrófagos activados, pudiera tener un papel en 
la transformación de células T en células T-helper. La mayoría de las células T de las 
lesiones en la aterosclerosis, reconocen antígenos y citoquinas presentados por 
macrófagos activados y células endoteliales. Muchas de estas células T exiben en su 
superficie marcadores indicativos de un estado crónico de activación, (o de memoria)52. 
La IL-12 parece ser un importante activador de la estimulación y memoria de las células 
T-helper. Las células T-helper sintetizan IFN-γ, IL-2 y TNF-α y β, citoquinas pro-
inflamatorias que contribuyen a la activación de macrófagos y del endotelio53. Esta 
información soporta la teoría de un mecanismo inmune en la biología vascular de la 
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aterosclerosis, lo que sugiere que una modulación inmune, o una posible inmunización 










Figura 1.1-6 .- Inicio de la aterosclerosis. Ilustración tomada de Packard54 y Libby55 
 
El avance del ateroma está marcado por la migración de las células musculares lisas 
desde la media al espacio subendotelial, donde comienza su proliferación y 
transformación. La migración y proliferación de las células musculares lisas, constituye 
el principal cambio de la íntima durante el desarrollo de la capa fibrosa que rodea el 
ateroma16. Las células musculares lisas son responsables de la producción y secreción 
de proteínas de la matriz extracellular como colágeno y elastina, componentes fibrosos 
de la lesión aterosclerótica. La quimiotaxis de las células musculares se inicia por la 
acción de citoquinas como IL-1 y TNF-α. La activación de las células musculares lisas 
en la media arterial, permite la expresión de enzimas especializadas en la degradación 
de proteínas de la matriz de la pared vascular, lo que facilita la penetración de las 
células musculares lisas en la íntima y la estimulación de la angiogénesis56. 
Coincidiendo con esta migración, las plaquetas se adhieren a la superficie de las células 
endoteliales activadas, cuya producción disminuida de NO, PGI2 y t-PA y aumento de 
síntesis de endotelina y de PAI-I, favorece la vasoconstricción, reduce la fibrinolisis y 
aumenta la adhesión plaquetaria, dando lugar a la síntesis del factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF), potente quimiotáctico57 de células musculares lisas. El 











Figura 1.1-7 .- Avance de la aterosclerosis. Ilustración tomada de Packard54 y Libby55 
 
El proceso inflamatorio no solo conduce a la aterosclerosis, sino que puede iniciar 
complicaciones clínicas, por ruptura de la capa fibrosa. La estructura de la capa es tejido 
conectivo con células musculares lisas maculadas. La inestabilidad de la placa ó la 
propensión para causar un evento vascular, depende de su composición más que de su 
tamaño. Las placas inestables, poseen una capa fibrosa delgada con pocas células 
musculares lisas y un gran core lipídico, mientras que las placas estables poseen una 
capa gruesa con un core lípidico menor. Además del número de células musculares 
lisas, la integridad estructural de la capa fibrosa, dependerá de la cantidad de colágeno y 
elastina sintetizada por las células musculares lisas. La proliferación de células 
musculares lisas está influenciada por el IFN-γ producido por las células T activadas. 
Así el IFN-γ es capaz de inhibir su crecimiento, lo que daría lugar a la muerte 
programada de esas células (apoptosis)58. En segundo lugar IFN-γ es capaz de parar la 
síntesis de colágeno, elastina y proteoglicanos producidos por las células musculares 
lisas50, 59 lo que daría lugar al inicio de la apoptosis.  
Por otra parte una concentracición elevada de PDGF y TGF-β, puede activar las células 
musculares lisas, induciendo su proliferación, síntesis de colágeno y quimiotaxis. Por 
tanto, las consecuencias clínicas dependerán de la estructura de la capa fibrosa y del 
equilibrio entre la actividad de las distintas citoquinas y factores de crecimiento 
implicadas en la formación del ateroma.  
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La estructura de la capa fibrosa depende también de la actividad de las 
metaloproteinasas (MMPs) de la matriz, proteasas producidas y secretadas por 
macrófagos activados y posiblemente por células musculares lisas60. El incremento de 
tales proteasas se induce por LDL-oxidadas, citoquinas, estrés hemodinámico y posibles 
agentes infecciosos61,62. Las MMPs incluyen colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, 
matrilisinas, metaloelastasas y otras metaloproteinasas unidas a membrana. 
Se postula que la predisposición del ateroma a la ruptura, depende de la degradación de 
las proteínas de la matriz, lo que implica que estas enzimas contribuyen a la 
desestabilización ó ruptura de la placa de ateroma63. La vulnerabilidad de la placa 
depende de la activación de proteasas, pudiendo involucrar actividades de 
metaloproteinasas (MMPs)64 y serina proteasa65. 
Recientemente se ha demostrado que el core necrótico unido a la placa hemorrágica en 
la lesión, es el sitio preferente de conversión de plasminógeno a plasmina (involucrada 
en la activación de pro-MMPs66, de forma que la plasmina acumulada en el core es 
capaz de degradar proteínas de estrés (HSP27) secretadas por las células musculares 
lisas (VSMC)67, evidenciando un conflicto entre las VSMC sintetizadas por la matriz 
extracelular y el core proteolítico. 
Una vez rota la placa se formará bien un trombo oclusivo dando lugar a manifestaciones 
clínicas o en la mayoría de los casos, un trombo que no producirá la oclusión total ni 
causará síntomas. La presencia de otros factores trombogénicos podrá modificar la 














Figura 1.1-8 .-Ruptura de la placa en aterosclerosis. Ilustración tomada de Packard54 y Libby55 
 
Clínicamente, el desarrollo de la aterosclerosis se produce a lo largo de la vida, y de 
acuerdo con Fuster68, se clasifica en 5 fases, como recoge la figura 1.1-9. 
 
 
Figura 1.1-9. Fases en el desarrollo de la enfermedad. Tomada de Cairols y cols69 
 
En la fase 1, la pared arterial no está engrosada y no hay estenosis. Esta fase que ocurre 
generalmente en menores de 30 años, comprende 3 tipos de lesiones (I-III), y se 
caracteriza por la presencia en la zona subendotelial de macrófagos cargados de lípidos 
ó infiltración de células espumosas, denominada “lesión tipo I”, que se transforman en  
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placas infiltradas por células musculares y depósitos de lípidos extracelulares, 
denominada “lesión tipo II”. Se producen lesiones de tipo III, cuando alrededor de las 
fibras musculares, aparece depósito de tejido conjuntivo, fibrillas y acúmulo de lípidos. 
La fase 2 suele ser asintomática, aunque se puede acompañar de síntomas clínicos de 
isquemia estable. Se caracteriza por la desestructuración de la íntima y formación del 
núcleo lipídico, denominada “lesión tipo IV”, y presencia de tejido fibroso abundante 
que recubre el núcleo lipídico (lesión tipo Va). Estas lesiones, aunque no producen 
estrechamiento en la luz de la arteria, suelen ser la base de fisuras o roturas origen de  
fases posteriores. Las fase 3 y 4 son consecuencia de la rotura de la capa fibrosa que 
cubre el núcleo lipídico, dando lugar a la formación de un trombo mural que puede 
ocluir parcial (fase 3) ó completamente (fase 4) la luz de la arteria, apareciendo 
sintomatología clínica. 
En la última fase, la organización del trombo por tejido conectivo y los depósitos de 
calcio, dan lugar a una lesión calcificada (Vb) o fibrótica (Vc) si predomina la fibrosis, 
dando lugar a la reducción del núcleo lipídico. En esta fase 5 se produce un progresivo 
aumento de la oclusión, aumento de las manifestaciones isquémicas y mayor 





1.2 FACTORES DE RIESGO VASCULAR  
 
Se entiende como “factor de riesgo” cualquier hábito ó característica que sirve para 
predecir la probabilidad que tiene un individuo de desarrollar una determinada 
enfermedad. La existencia de un factor de riesgo no implica obligatoriamente una 
relación causa-efecto con la enfermedad69. El grupo de trabajo del estudio  
“Framingham Heart Study”70, introduce el término “Factor de Riesgo Vascular” para 
referirse al conjunto de rasgos, factores y carácterísticas que predisponen al desarrollo 
de la aterosclerosis.  
La consideración de “factor de riesgo vascular” y su clasificación fue revisada en 1996, 
aplicándose criterios de evidencia de beneficio, de que una acción intervencionista 
proporcione resultado favorable para el individuo71,  quedando establecidas cuatro 
categorías:  
? Categoría I: Factores para los que existe evidencia de que la intervención 
disminuye el riesgo, denominados “verdaderos” factores de riesgo. Se incluyen 
en esta categoría: tabaquismo, niveles de LDL colesterol elevados, dietas ricas 
en ácidos grasos saturados, hipertensión e hipertrofia ventricular izquierda. 
? Categoría II: Factores para los que la intervención disminuye el riesgo vascular, 
identificados como factores de riesgo “cualificados”. Se incluyen: Diabetes 
mellitus, niveles disminuidos de HDL colesterol, hipertrigliceridemia y  
sedentarismo. 
? Categoría III: aquellos para los que existe una asociación estadística con el 
incremento de riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y que su 
modificación posiblemente puede disminuir el riesgo. Incluye: Factores 
psicosociales, Lipoproteína (a) elevada, marcadores inflamatorios, e 
Hiperhomocisteínemia,  identificados como factores de riesgo “candidatos” 
? Categoría IV: aquellos que no son modificables. Incluye: Edad, sexo, 
antecedentes familiares de enfermedad, marcadores genéticos y estatus 
socioeconómico bajo. Identificados como factores de riesgo “no-modificables” 
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No obstante en general se puede hablar de factores de riesgo modificables (categoría I a 
III) y no modificables (categoría IV). La presencia de varios factores de riesgo en un 
mismo individuo proporciona un aumento del riesgo según un efecto multiplicativo69.  
 
1.2.1 Factores de riesgo vascular ”modificables”  
  
? Hipercolesterolemia  
Constituye junto con la diabetes, el tabaco y la hipertensión arterial, uno de los 
principales factores de riesgo vascular, habiéndose demostrado la asociación entre 
colesterol total sérico y cardiopatía isquémica70,72. El valor predictivo del colesterol 
disminuye con la edad, siendo realmente bajo a partir de la sexta década de la vida. El 
riesgo de hipercolesterolemia se produce a espensas del colesterol-LDL. Su disminución 
reduce significativamente la morbi-mortalidad cardiovascular73,74.  
 
? Hipertensión arterial (HTA) 
La HTA es un importante factor de riesgo, independiente de la edad y el sexo. Las cifras 
de presión arterial tanto sistólica como diastólica, se correlacionan con la incidencia de 
enfermedad coronaria e ictus72,75. El papel de la HTA en la aterosclerosis no se conoce 




El consumo de cigarrillos aumenta el riesgo de cardiopatía isquémica, ictus, enfermedad 
arterial de miembros inferiores y muerte súbita76 y provoca la lesión del endotelio por 
acción del monóxido de carbono circulante,  aumento de fibrinógeno y factor VII de la 
coagulación, aumento de adherencia y agregación plaquetaria, aumento de oxidación de 




? Diabetes Mellitus 
La presencia de diabetes mellitus, predispone para la enfermedad aterotrombótica 
vascular, especialmente para la cardiopatía isquémica y enfermedad arterial de 
miembros inferiores. Las complicaciones ateroscleróticas es la principal causa de 
muerte entre los diabéticos77. 
 
? Hipertrigliceridemia 
Los resultados obtenidos en estudios prospectivos son contradictorios, dado el carácter 
heterogéneo de la hipertrigliceridemia69. Aunque controvertido, la hipertrigliceridemia 
se ha considerado como un factor de riesgo independiente78. 
  
? Factores hemostáticos 
La concentración de fibrinógeno se asocia con el riesgo de cardiopatía isquémica e 
ictus, aunque no está claro si es un factor causal o un marcador preclínico de 
enfermedad aterotrombótica79. 
Se ha demostrado asociación entre riesgo vascular e incremento de factores de la 
coagulación, como son el factor VII, el factor von Willebrand, el activador tisular del 
plasminógeno (t-PA) y el inibidor del activador de plasminógeno tipo 1 (PAI-1)80. 
 
? Marcadores Inflamatorios 
Se asocian con la presencia de aterosclerosis marcadores como: IL-6, fibrinógeno,  
proteína C reactiva (PCR), proteína amiloide sérica A (SAA) ó moléculas de adhesión 
(ICAMs). El marcador mas estudiado es la PCR. Se ha demostrado que sujetos con 
enfermedad vascular establecida y con niveles elevados de PCR tienen peor pronóstico 
Así mismo se ha demostrado, en sujetos sin evidencia de enfermedad cardiovascular, la 
asociación entre niveles elevados de PCR y la aparición de episodios coronarios81. 
  
? Homocisteína 
La presencia de niveles moderadamente elevados de homocisteína se ha asociado con 
determinadas enfermedades vasculares.  
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La homocisteína y su metabolismo han sido objeto de especial interés a partir de los 
años 60, cuando se describe por primera vez en pacientes con homocistinuria clásica, 
por deficiencia de la enzima cistation-β-sintasa82, en los que los niveles de homocisteína 
se encuentran muy elevados, que presentan ectopia del cristalino, signos y síntomas 
derivados de afectación ósea y neurológica, con retraso mental, así como oclusiones 
vasculares graves, trombosis arteriales y venosas83. En estos pacientes, la 
suplementación de la dieta con vitaminas B y folato reduce de forma efectiva los niveles 
de tHcy, disminuyendo el riesgo de enfermedad cardiovascular84. En ausencia de 
tratamiento pueden sufrir un evento cardiovascular antes de los 30 años de edad, 
produciéndose la muerte en aproximadamente el 50% de los individuos afectos85,86,87. 
En los últimos años, la homocisteína plasmática ha adquirido un gran interés clínico, ya 
que, aunque existe mucha controversia, el aumento moderado de homocisteína 
plasmática, se ha considerado un factor de riesgo vascular coronario, cerebral ó 
periférico independiente de otros factores trombogénicos convencionales 86,88,89,90.  
La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo fácilmente modificable con un 
tratamiento, seguro y eficaz, de ácido fólico y vitaminas B12 y B6  asociados91. El 
tratamiento con ácido fólico reduce significativamente los niveles de homocisteína.  
Aunque todavía no existe suficiente evidencia científica, algunos autores defienden que 
la intervención (tratamiento con ácido fólico y vitamina B6), reduce la progresión de la 
aterosclerosis92.  
Las repercusiones clínicas de la hiperhomocisteinemia, la importancia y dependencia de 
vitaminas en su metabolismo, así como las implicaciones genéticas de sus enzimas 
hacen que la medición de la concentración de tHcy plasmática se incluya en el estudio 




1.2.2 Factores de riesgo vascular  ”no modificables”   
 
? Edad 
La incidencia de enfermedad vascular aumenta con la edad, con independencia del sexo 
y raza. Se considera factor de riesgo vascular ser varón mayor de 45 años y mujer 
mayor de 55 años93. La incidencia de ictus aumenta exponencialmente con la edad, 
incrementándose un 10% por año94. 
 
? Sexo 
Para un mismo valor de colesterol total, el riesgo de cardiopatía isquémica es 
aproximadamente 4 veces superior en varones que en mujeres, aumentando con la 
menopausia sin llegar a alcanzar el riesgo de los varones94. 
 
? Marcadores Genéticos 
Dado el carácter multifactorial de la enfermedad cardiovascular, se han estudiado 
aquellos genes que codifican proteínas implicadas en el proceso de aterotrombosis como 





En 1922 Mueller96 descubre un nuevo aminoácido azufrado. En 1928, se conoce la 
estructura de la metionina97 y en 1932 Butz y DuVigneaud98 descubren un homólogo de 
cisteína (la homocisteína), tratando con ácido sulfúrico la metionina. En 1952, 
DuVigneaud99 establece el papel de la homocisteína y su transmetilación en el 
metabolismo de la metionina, demostrando que la homocisteína se convierte en 
cistationina a través de la vía de la transulfuración y que es intermediario en la 
conversión de metionina a cisteína, así como en la remetilación de homocisteína a 
metionina. 
La homocisteína (Hcy) es un aminoácido no proteico (α-amino, γ-tiolbutírico) 
intermediario en el metabolismo de aminoácidos sulfurados. Se sintetiza como producto 
intermedio en el metabolismo de metionina hasta cisteína.  
En sangre, la homocisteína circula en diferentes formas moleculares, tales como 
homocisteína libre reducida (Hcy), homocistina, dímeros, y unida a proteínas. 
Aproximadamente el 70-80% de la homocisteína plasmática se encuentra unida a 
proteínas, fundamentalmente albúmina, mediante puentes disulfuro. El 30% restante se 
encuentra formando dímeros de homocisteína-cisteína, homocisteína-homocisteína 
(homocistina), y monómeros de homocisteína no unida a proteínas100.  
 
                            Homocisteína (Hcy) 
    
                                  
       Homcisteína-ligada a Proteínas         Homocisteína-cisteína                        Homocistina 
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La suma de todas las formas moleculares, se denomina homocisteína total (tHcy),  y su 
medición es la que resulta de interés diagnóstico y clínico, ya que la concentración 
circulante del monómero homocisteína, es variable y depende de numerosas situaciones  
fisiológicas.  
Recientemente se ha descubierto en muestras biológicas la presencia de metabolitos de 
Hcy, como la homocisteína-tiolactona101,102,103 y las denominadas proteínas 
“homocisteinadas” unidas a Hcy por el N-terminal (N-Hcy-proteína)104. La 
homocisteína-tiolactona plasmática representa el 0,3% de la tHcy, mientras que en orina 
representa el 28% de la Hcy. Las N-Hcy-proteínas constituyen el mayor reservorio de 
homocisteína en sangre, con un 75% de N-Hcy-Hemoglobina y un 22% de N-Hcy-
albúmina105. 
 
1.3.1 Metabolismo de la homocisteína 
 
La síntesis de homocisteína a partir de metionina y su metabolismo se resume en la 
figura 1.3.1-1. La metionina procedente de la dieta o del catabolismo de proteínas 
endógenas, en presencia de ATP, se convierte en S-adenosilmetionina (adoMet o SAM) 
por acción de la enzima L-metionina adenosiltransferasa.  
La SAM interviene generalmente en el transporte de grupos monocarbonados, 
especialmente de grupos metilo. La S-adenosilmetionina aporta grupos metilos para la 
síntesis de colina, creatina, adrenalina, melatonina, sarcosina y metilación de ADN y 
ARN.  
La transferencia de un grupo metilo desde la S-adenosilmetionina a un aceptor (R), da 
lugar a la formación de S-adenosilhomocisteína, que es hidrolizada por la enzima S-
adenosilhomocisteína hidrolasa, dando lugar a homocisteína y adenosina, siendo ésta la 
única vía de obtener homocisteína en vertebrados.  
A partir de la homocisteína, el metabolismo se bifurca en dos rutas metabólicas 




? Vía de la transulfuración 
En una primera etapa la homocisteína se une a una molécula de serina transformándose 
en cistationina, mediante la acción de la cistationina-β sintasa (CBS), en una reacción 
dependiente de B6. Esta reacción es irreversible en condiciones fisiológicas. 
Posteriormente la cistationina se transforma en cisteína por la acción de la cistationina 
γ-liasa, dependiente de B6, dando lugar a la formación de α-oxobutirato. 
  
Figura 1.3.1-1. Metabolismo de la Homocisteína 

























5,10 - metilenTHF 






1. - L -metionina  S - adenosil transferasa
2. - Metiltransferasas 
3. - S -adenosil - homocisteína hidrolasa
4. - Cistationina  β - sintasa  (CBS)
5. - Cistationina  γ - liasa 
6. - 5 -metiltetrahidrofolato metil transferasa (MS)
7. - Betain homociste í na metil transferasa
8. - Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
9. - Adenosina  desaminasa 
10. - Adenosina  kinasa  
11. - Metionil - tRNA sintetasa 

















? Vía de la remetilación 
En esta vía, la metionina se regenera desde homocisteína a través de dos rutas 
metabólicas independientes en las que participan las enzimas metionina sintasa (MS ó 
5-metiltetrahidrofolato-homocisteína S-metiltransfera) y la betaína-homocisteína 
metiltransferasa. La primera de estas enzimas (MS) requiere como dador de grupos 
metilo la 5-metiltetrahidrofolato y como cofactor metilcobalamina. La segunda enzima 
(betaína-homocisteína metiltransferasa), se encuentra en hígado, riñón y glándulas 
suprarrenales y necesita betaína como fuente de grupos metilo.  
La acción de ambas enzimas permite mantener un equilibrio entre metionina y S-
adenosilmetionina. En humanos, aproximadamente el 50% de la homocisteína se 
convierte en metionina por esta vía de remetilación106. El tetrahidrofolato desmetilado 
por la acción de la 5-metiltetrahidrofolato-homocisteína-S-metiltransferasa, entra en el 
depósito intracelular de folatos reducidos. Si la velocidad de esta reacción se reduce, 
podría quedar secuestrado el folato en forma de 5-metiltetrahidrofolato, disminuyendo 
la disponibilidad de tetrahidrofolato para la síntesis de ADN y la proliferación celular, 
efecto conocido como trampa del folato107. 
La concentración plasmática de metionina determina la ruta (transulfuración ó 
remetilación) que seguirá la homocisteína, tal y como se recoge en la figura 1.3.1-2. Así  
cuando la metionina aumenta, se ponen en marcha dos mecanismos de adaptación que 
estimulan la transulfuración. Como consecuencia del aumento de SAM, se produce un 
aumento de actividad de la CBS, aumentando el flujo de transulfuración y una 
disminución de la MTHFR, disminuyendo a su vez, la tasa de remetilación hepática de 
la homocisteína. Así, a corto plazo se produce un aumento de cistationina y un descenso 
de la síntesis de 5-CH3THF. A largo plazo se produce una disminución de la síntesis de 





Figura 1.3.1-2.  Vías de transulfuración ó trasnsmetilación, dependiendo de metionina 
 
Cuando disminuye la concentración plasmática de metionina, el metabolismo de 
homocisteína cambia de sentido, así como la actividad de las enzimas implicadas, 
aumentando la remetilación, asegurándose de esta manera la conservación de los niveles  
de metionina. 
La síntesis endógena de metionina y de S-adenosilmetionina se regula por las 
necesidades metabólicas celulares, lo que permite mantener la concentración de 
homocisteína en niveles no tóxicos. La concentración intracelular de homocisteína 
alcanza valores muy bajos. Cuando aumenta su síntesis ó disminuye su catabolismo, 





















Conserva eficiente de Metionina
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plasmática, reflejan la actividad enzimática, así como la disponibilidad de sustratos y 
cofactores. La vida media  de la homocisteína oscila entre 12 y 24 horas. 
 
1.3.2 Causas de hiperhomocisteinemia (HHcy). 
 
El aumento moderado de la concentración de homocisteína plasmática total o 
hiperhomocisteínemia (HHcy), se produce fundamentalmente por la disminución de la 
actividad de las enzimas implicadas en su metabolismo, debido a alteraciones en su 
estructura primaria (defectos hereditarios), defectos de sus coenzimas (metilcobalamina 
y vitamina B6), ó bien defectos de sustrato (metiltetrahidrofolato). 
El intervalo de referencia para los niveles de tHcy oscila entre 8 y 15 μmol/L, por 
encima del cual, se considera situación de hiperhomocisteinemia. De acuerdo a los 
niveles plasmáticos, la hiperhomocisteínemia se clasifica como100: a) moderada cuando 
existe [tHcy]=15-30 μmol/L, b) intermedia si  [tHcy]= 30-100 μmol/L y c) severa si 
[tHcy]=>100 μmol/L. Sin embargo una hiperhomocisteinemia, por si sola, no revela el 
origen del defecto metabólico. Las causas de hiperhomocisteinemia son múltiples y 
están interrelacionadas108,109. Fundamentalmente se pueden agrupar en  fisiológicas, 
hereditarias110,111 y adquiridas112,113.  
? Las causas fisiológicas más importantes son la edad y el sexo. Está descrito que los 
niveles de tHcy aumentan con la edad en ambos sexos, debido en parte a la 
disminución fisiológica de la función renal, así como a deficiencias vitamínicas, 
consecuencia de una menor absorción intestinal. Ya en la edad pediátrica se 
observan diferencias significativas entre niños menores y mayores de 10 años114. Sin 
embargo se ha descrito que en población mayor de 90 años, los niveles de tHcy 
disminuyen, habiéndose asociado la supervivencia con niveles bajos de tHcy115.  
Con respecto al sexo, las mujeres presentan valores menores que los hombres hasta 
la edad de la menopausia, momento en el que los niveles de tHcy se igualan en 
ambos sexos116, habiéndose descrito una correlación inversa entre niveles de 
estradiol y tHcy117. Durante la gestación se produce una disminución de los niveles 
de tHcy, debido en parte a la situación hormonal, así como por efecto de 
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hemodilución. Otro factor a considerar, es la diferencia en la masa muscular ya que 
la síntesis de creatina-creatinina, requiere S-adenosilmetionina, generándose 
homocisteína en dicha reacción enzimática100, aumentando los niveles de 
homocisteína.  
? Las causas hereditarias más frecuentes son las originadas por mutaciones en los 
genes que codifican las enzimas: Cistationina β-sintasa (CBS), 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteína S-metiltransferasa [metionina sintasa (MS)], y 
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La deficiencia de estas enzimas causa 
una hiperhomocisteinemia más o menos severa, que puede ir acompañada de 
aciduria metilmalónica (AMM) en algunos defectos de cobalamina118 (CblC, CblD y 
CblF). 
 
• Cistationina β-sintasa,CBS (EC 4.2.1.22) 
Monómero de 551 aminoácidos119. La forma enzimática que predomina es un 
tetrámero al que se une fosfato de piridoxal como cofactor. Esta enzima une dos 
sustratos: los aminoácidos serina y homocisteína y tres ligandos: fosfato de 
piridoxal, S-adenosilmetionina y un grupo hemo, permitiendo este último el 
correcto plegamiento del polipétido formando una hemoproteína requerida para 
la unión de fosfato de piridoxal. En condiciones fisiológicas, el equilibrio de esta 
reacción está desplazado hacia la síntesis de cistationina (Fig 1.3.1-1), y permite 
la eliminación de compuestos azufrados del ciclo120. 
El gen que codifica esta enzima se localiza en la región subtelomérica del 
cromosoma 21, 21q22.3. Se han identificado al menos 20 mutaciones del gen 
que codifica la enzima120. La heterogeneidad de la enfermedad se evidencia por 
la actividad residual de la enzima.  La mayor parte de las mutaciones se 
encuentran entre los exones 2 y 12. Las mutaciones descritas como más 
prevalentes en pacientes con homocistinuria son: 833T>C y 919G>A. 
La deficiencia enzimática se hereda de forma autosómica recesiva y la 
incidencia, aunque varia según la población estudiada, oscila entre 1:60.000-
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340.00083. Los pacientes homocigotos para la mutación, presentan la forma más 
severa de la enfermedad denominada homocistinuria clásica que cursa con 
niveles de homocisteína muy elevados ( >100μmol/L).  
En pacientes heterocigotos se observa un aumento moderado de los niveles de 
homocisteína. Se estima que entre el 0,2-2 % de la población general es 
heterocigoto para esta deficiencia83,121. La gravedad de la enfermedad está en 
relación con los niveles de homocisteína plasmática total.  
 
• 5-metiltetrahidrofolato-homocisteína S-metiltransferasa (metionina sintasa)(EC 
2.1.1.13) 
Enzima citoplasmática que cataliza la transferencia del grupo metilo desde el 5-
metiltetrahidrofolato122, a la homocisteína para formar metionina, regenerando el 
ácido tetrahidrofólico para nuevo transporte de grupos formilo, metilo y 
metileno necesarios en la síntesis de purinas y pirimidinas. El grupo metilo se 
transfiere a cobalamina I (metilcobalamina) y a la homocisteína. Esta se 
transforma en metionina regenerando la cobalamina I para entrar en un nuevo 
ciclo. La cobalamina I unida a la enzima, participa en un determinado número de 
ciclos para luego oxidarse a cobalamina II y III. Su regeneración a cobalamina I 
requiere de un sistema reductor y de S-adenosilmetionina. Las alteraciones 
nutricionales ó genéticas involucradas en la formación de metilcobalamina123 y 
de metiltetrahidrofolato124, inducen deficiencia enzimática funcional. La enzima 
se encuentra fundamentalmente en corazón, páncreas, músculo  esquelético y 
placenta y en menor proporción en hígado, pulmón, cerebro y riñón. 
El gen que codifica esta enzima se localiza en el cromosoma 1, 1q42.3-43125. 
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• Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (EC 1.5.1.20) 
La deficiencia se hereda de forma autosómica recesiva y el gen que codifica esta 
enzima se localiza en el cromosoma 1, en la región 1p36.3126,127 y codifica para 
una proteína de 656 aminoácidos, homodímero de peso molecular 150KD. Se 
trata de una flavoproteína citoplasmática, que requiere NADPH como dador de 
electrones, siendo responsable junto a la 5-metiltetrahidrofolato-homocisteína S-
metiltransferasa,  del suministro de átomos de carbono para las reacciones de 
metilación, en las que el SAM es el dador universal. Cataliza la reducción del 
5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato.   
 
Figura 1.3.2-1.  Cromosoma 1. Locus del gen que codifica la MTHFR 
 
En condiciones fisiológicas esta reacción es irreversible (figura 1.3.1-1). La 
deficiencia hereditaria de esta enzima es causa de homocistinuria aunque menos 
severa que la debida a la CBS. Se han descrito al menos 14 mutaciones severas 
en este gen126,128,129. El pronóstico de estas enfermedades dependerá de la 
actividad residual enzimática.  
Esta enzima presenta además, una variante con sensibilidad térmica130, diferente 
de la enzima que se presenta en pacientes con deficiencia severa131. Esta variante 
termosensible se debe a la presencia del polimorfismo 677C>T, el cual sustituye 
citosina por timina, lo que origina el cambio de alanina por valina en la posición 
222 de la proteína. Este polimorfismo, identificado por Frosst en 1995, se 
presenta con una elevada frecuencia entre la población general132, habiéndose 
encontrado variación geográfica y étnica en la distribución del alelo T y genotipo 
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TT133. La actividad enzimática disminuida (<30%) de la variante termolábil, da 
lugar a hiperhomocisteinemia.   
 
? Entre las causas adquiridas, se pueden citar: 1) estilo de vida, 2) situación clínica y 
3) tratamiento farmacológico.  
1) Los niveles de tHcy se modifican con el estilo de vida. Uno de los factores  
determinantes de hiperhomocisteinemia es el tipo de dieta y la ingesta mayor o 
menor de vitaminas108,134, habiéndose demostrado en situación de 
hiperhomocisteinemia moderada una asociación inversa entre los niveles de 
tHcy y folato plasmático y vitamina B12, mientras que los resultados son 
contradictorios para la vitamina B6. Así mismo, se ha observado que la 
suplementación vitamínica con fólico y B12 disminuye la elevación de Hcy, 
mientras que no es así para la vitamina B6135. En estudios realizados en pacientes 
con aterosclerosis, se demuestra que la administración de folato y vitaminas, 
disminuye los niveles de colesterol, LDL, apoB, triglicéridos y homocisteína136. 
En determinadas zonas geográficas, con dietas pobres en ácido fólico, se ha 
demostrado la existencia de enfermedad coronaria elevada137. El descenso en la 
mortalidad por enfermedad cardiovascular que se ha producido en Estados 
Unidos desde 1963, se puede explicar en parte por la fortificación con piridoxina 
y suplementos vitamínicos de cereales para consumo138. Otros factores como el 
tabaquismo, la falta de ejercicio, consumo elevado de alcohol y de café 
aumentan moderadamente la concentración de Hcy139, 140,141, especialmente en 
situación de bajo consumo de ácido fólico.  
La adopción de una dieta vegetariana como estilo de vida saludable ha 
demostrado elevación de tHcy en individuos adultos142 y en mujeres 
postmenopausicas143, en relación con individuos sanos omnívoros en la misma 
situación, lo que no se demuestra en niños vegetarianos144, cuya dieta aporta 
suficientes niveles de B12. 
2) Son causa de hiperhomocisteinemia determinadas situaciones clínicas como la 
deficiencia de vitaminas B (folato, B12, B6 y riboflavina)134, situaciones de 
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malnutrición como ocurre en la anorexia nerviosa145, individuos 
vegetarianos142,143, situaciones de malabsorción como ocurre en enfermedades 
gastrointestinales146, situaciones de fallo renal147,148 e hipotiroidismo149. 
3) Algunos fármacos inhibidores de la dihidrofolato reductasa que interfieren con 
el metabolismo y absorción de folatos y vitaminas, pueden causar 
hiperhomocisteínemia. Así, el metotrexateTM y el trimetropinTM producen una 
depleción celular de folato reducido. El tratamiento con altas dosis de 
metotrexate causa un aumento de homocisteína, que se normaliza con la 
administración de folato150. Fármacos antiepilépticos como fenitoína o 
carbamacepina, poseen acción antifolato y aumentan la tasa metabólica de 
folatos151. Otros fármacos antagonistas de vitaminas, anticonceptivos y  
tratamiento hormonal, modifican el estado vitamínico113.  
 
1.3.3  Hiperhomocisteínemia como factor de riesgo vascular 
 
En 1969, McCully152 relaciona por primera vez enfermedad vascular e 
hiperhomocisteinemia en pacientes con homocistinuria clásica por deficiencia severa 
de cistationina-β sintasa (CBS), así como en pacientes con deficiencia parcial de CBS. 
Basados en esta observación, a finales de los años 90 se desarrolla la teoría que 
relaciona hiperhomocisteínemia y enfermedad cardiovascular138,153,154. La primera 
evidencia que soporta la teoría de hiperhomocisteinemia y aterosclerosis se obtuvo con 
la producción de arteriosclerosis y trombosis en conejos alimentados con 
homocisteína155. Wilcken y Wilcken publican en 1976 la primera evidencia directa en 
humanos de la teoría homocisteína-aterosclerosis, demostrando el aumento de los 
niveles elevados de homocisteína y homocisteína-cisteína en pacientes con enfermedad 
coronaria tras la toma oral de metionina156. La relación observada, así como el interés en 
la búsqueda de nuevos factores de riesgo vascular independientes, capaces de explicar 
un evento cardiovascular en ausencia de factores de riesgo clásicos 
(hipercolesterolemia, hipertensión, diabetes, etc), llevó en los años 80 a la realización de 
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numerosos estudios clínicos y epidemiológicos con el objetivo de demostrar la teoría de 
McCully152.  
Un metaanálisis realizado en 1995 concluye que la hiperhomocisteinemia es un factor 
de riesgo vascular independiente para aterosclerosis157. Diversos estudios 
epidemiológicos158,159,160,161 demuestran la asociación entre niveles plasmáticos de 
homocisteína y riesgo cardiovascular89,162,163, siendo éste 1,5 a 2 veces mayor en sujetos 
con hiperhomocisteinemia moderada, mientras que otros estudios no han podido 
confirmar esta asociación164,165.  
En el momento actual existen un gran número de estudios epidemiológicos y meta-
análisis86,121,158,166, en los que se demuestra que la hiperhomocisteinemia moderada es 
un factor de riesgo independiente de aterosclerosis y trombosis. La 
hiperhomocisteinemia moderada se ha relacionado con patología vascular cardiaca167, 
cerebral y periférica168,169,170, hipertensión arterial148,171, aumento de la mortalidad en 
infarto de miocardio, desarrollo de insuficiencia cardiaca172,  incremento del riesgo de 
nuevos eventos cardiovasculares en pacientes que han sufrido un síndrome coronario 
agudo173,174,175. La presencia de hiperhomocisteinemia (tHcy>12 μmol/L) predice de 
forma independiente la progresión de la placa coronaria176.  Así mismo se ha 
demostrado asociación entre hiperhomocisteinemia y aumento de la masa del ventrículo 
izquierdo, especialmente en mujeres177.  
En pacientes con accidentes isquémicos transitorios, la hiperhomocisteinemia parece 
tener la misma prevalencia que en el infarto cerebral178.  
La tHcy plasmática elevada, se ha asociado con fenotipos intermedios de enfermedad 
vascular cerebral como infartos silentes179, estenosis carotídea asintomática180, así como 
con el grosor de la íntima media carotídea181. Se ha demostrado también que la tHcy 
plasmática determinada durante la fase aguda o crónica del ictus, es un factor de riesgo 




La prevalencia de hiperhomocisteínemia en pacientes con ictus, es del 20-30% 158,183. El 
riesgo de hemorragia cerebral es 2 veces superior en pacientes con niveles 
moderadamente elevados de tHcy184.  
Estos hallazgos justifican plenamente la evaluación mediante ensayos clínicos de la 
corrección de la hiperhomocisteinemia como medida de prevención secundaria del ictus 
isquémico.  
El tratamiento con vitaminas reduce de manera considerable los niveles plasmáticos de 
tHcy, siendo efectivo en la reducción de episodios vasculares en pacientes con 
homocistinuria185. Diversos estudios prospectivos186,187, demuestran que la reducción de 
los niveles de tHcy podría alterar de forma favorable los eventos cardiovasculares. La 
suplementación con ácido fólico previene la disfunción endotelial en sujetos con niveles 
de tHcy normales y la mejora en pacientes con HHcy, ECV o sujetos con factores de 
riesgo vascular188.   
La eficacia de la aportación de suplementos vitamínicos (ácido fólico, vitamina B12 y 
B6) en la reducción de eventos vasculares está siendo evaluada con la puesta en marcha 
de diversos estudios de intervención multinacionales aleatorizados (Vitamin 
Intervention for Stroke Prevention, VISP, VITATOPS, NORVIT)189. En un primer 
análisis de los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias entre pacientes con 
enfermedad vascular ó diabéticos190, accidente vascular cerebral, tratados o no con 
vitaminas191, ni beneficio en pacientes que han superado un infarto de miocardio192. 
Algunos de estos estudios pueden presentar menor significación de la esperada debido a 
la coincidencia en el tiempo con la fortificación obligatoria en EEUU y Canada de 
harinas y cereales con folatos.   
 
1.3.4 Mecanismos de acción de la homocisteína  
 
 
Aunque existe evidencia de asociación entre homocisteína plasmática y morbi-
mortalidad cardiovascular, los mecanismos a través de los cuales la Hcy ejerce el daño 
vascular no están bien definidos, habiéndo sido propuestos algunos mecanismos 
patofisiológicos como potenciales causantes de aterogénesis y trombogénesis193. Se ha 
INTRODUCCIÓN 
 45
demostrado una relación causal entre homocisteína y aterosclerosis en ratones 
deficientes de apo-E. Aunque se han propuesto algunos mecanismos de estrés celular 
como estrés oxidativo, estrés del retículo endoplásmico e inflamación, su asociación con 
la aterosclerosis no está clara. Marcadores del estrés del retículo endoplásmico 
(GRP78/94 y fosfo-PERK), marcadores de estrés oxidativo (Hsp70) y marcadores de 
inflamación (fosfo-IκappaB-α) se encontraron elevados, en condiciones de dieta con 
altas dosis de metionina. Por tanto parece que se involucran múltiples vías en la 
aterosclerosis194. 
Probablemente, la toxicidad endotelial, la oxidación de las LDL y los efectos 
protrombóticos de la Hcy son algunos de los mecanismos implicados en esta relación. 
El aumento del estrés oxidativo causado por la Hcy podría contribuir a la disfunción 
endotelial y fibrosis miocárdica. Sin embargo, son necesarios un mayor número de 
estudios experimentales y clínicos para confirmar esta relación, así como para estudiar 
el efecto de las intervenciones dirigidas a la disminución de la concentración de Hcy, 
antes de poder emitir recomendaciones sobre el uso clínico de la determinación de Hcy.  
Aunque inciertos son varios los mecanismos propuestos. Como se ha descrito en 
capítulos anteriores, la disfunción endotelial y el daño vascular son los causantes de 
desarrollo de aterosclerosis y trombosis83. In vivo la hiperhomocisteinemia produce 
rápidamente daño de la función endotelial. Además, in vitro la hiperhomocisteinemia 
produce efectos deletéreos no solo en células endoteliales, sino en plaquetas, celulas 
vasculares de músculo liso, en la coagulación y en procesos de inflamación195,196. 
La hiperhomocisteinemia puede ejercer su efecto reduciendo la disponibilidad de oxido 




? S-adenosilhomocisteína (SAH). Modulación del metabolismo de Adenosina  
Estudios recientes sugieren que no solo la homocisteina sino su metabolito precursor, la 
S-adenosilhomocisteina (SAH o AdoHcy), podría ser también responsable de los 
adversos efectos cardiovasculares de la hiperhomocisteinemia, siendo un marcador más 
sensible que la tHcy198. Se ha descrito la sinergia que se produce entre SAH y tHcy 
dañando el ADN celular, probablemente a través de un mecanismo que implica las ROS 
y provoca la hipometilación del ADN199. 
En condiciones fisiológicas, la adenosina es producida de manera continua por diversos 
tipos celulares, tales como células endoteliales, musculares lisas, originando 
principalmente hidrólisis extra e intracelular de adenosin mono fosfato (AMP) por la 
actividad de 5´-nucletidasa. En una segunda vía, la adenosina se libera de forma 
continua por la acción de la S-adenosilhomocistein hidrolasa sobre SAH para dar lugar 
a Hcy. En condiciones de hipoxia, la hidrólisis de AMP aumenta, siendo esta vía de 
síntesis de adenosina mayoritaria. La adenosina extracelular entra en la célula mediante 
transportadores y es degradada a inosina por la acción de la adenosín deaminasa (ADA), 
o refosforilada a AMP por adenosina kinasa. La adenosina intracelular es transportada 
mediante receptores de membrana de adenosina al espacio extracelular. Cuando se 
produce un aumento intracelular de homocisteína, la reacción reversible catalizada por 
S-adenosilhomocisteína hidrolasa, cambia de sentido produciéndose un aumento de S-
adenosilhomocisteina (SAH ó AdoHcy) a expensas de adenosina endógena. La SAH se 
une a metiltransferasas con una afinidad mayor que la S-adenosilmetionina (SAM ó 
AdoMet) y es un potente inhibidor de la mayoría de reacciones de metilación, actuando 
la SAH como inhibidor de la remetilación de homocisteína a metionina, ya que es un 
potente inhibidor de metiltransferasas, en equilibrio con la Hcy200. Esta disminución de 
adenosina intracelular podría contribuir al aumento de riesgo vascular. Como 
consecuencia se produce la estimulación del receptor de adenosina para aumentar la 
captación extracelular de adenosina al interior de la célula. 
La adenosina endógena se libera en respuesta a una gran variedad de situaciones de 
estrés y daño celular, para de una forma autocrina, ejercer un papel protector201. Así la 
adenosina ejerce en el corazón efectos negativos directos inotrópicos, dromotrópicos y 
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cronotrópicos202, e incrementa la tolerancia a la isquemia- repercusión, en un fenómeno 
denominado203 “precondicionamiento isquémico”. En relación con el tono vascular, la 
adenosina es un potente vasodilatador, ejerciendo su acción de dos maneras; 1) 
directamente estimulando el endotelio y las células musculares lisas del vaso y 2) 
indirectamente bloqueando la síntesis de vasoconstrictores como la angiotensina II, 
inhibiendo la liberación de renina204. A nivel de estructura celular, la adenosina inhibe 
la liberación de norepinefrina presináptica y reduce la respuesta vasoconstrictora 
postsináptica en respuesta a la estimulación de α-adrenoreceptor205. La estimulación del 
receptor de adenosina inhibe la agregación de trombocitos, la expresión de P-selectina y 
del factor de necrosis tumoral, y previene la formación de tromboembolia206. Así mismo 
la adenosina es un potente antiinflamatorio. Disminuye la expresión de moléculas de 
adhesión endotelial, suprime la generación de superoxido por estimulación de 
neutrófilos y modula la producción de citoquinas201. La estimulación del receptor de 
adenosina regula la proliferación celular vascular, el cual juega un papel clave en el 



















































En situación de hiperhomocisteinemia, la concentración de adenosina intracelular 
disminuye. La mayoría de efectos adversos de la hiperhomocisteinemia, como el daño 
vascular, disfunción endotelial, proliferación de células musculares lisas, aumento de la 
síntesis de colágeno, activación plaquetaria, trombogénesis e inflamación se ajustan a lo 
esperado en situación de daño de la estimulación del receptor de adenosina. 
Recientemente se ha demostrado en eritrocitos aislados, que la hiperhomocisteinemia 
acelera significativamente la captación intracelular de adenosina, asociado a un  
incremento intracelular de SAH, que se inhibe por bloqueo del receptor transportador208. 
Por tanto, algunos estudios realizados en hiperhomocisteinemia experimental, así como 
uno realizado en pacientes con homocistinuria, han demostrado evidencia de que en 
situación de hiperhomocisteinemia, se acelera la captación celular de adenosina, debido 
al incremento intracelular de la síntesis de SAH. Este efecto es más pronunciado en 
situaciones de mayor concentración extracelular de adenosina, tal como inflamación, 
hipoxia o isquemia, que limitan la estimulación del receptor de adenosina, con el objeto 
de protejer el tejido dañado208.  
El incremento de S-adenosilhomocisteína en situación de hiperhomocisteinemia, y su 
papel como inhinidor en reacciones de metilación, podría dar lugar a una hipometilación 
del ADN. Se ha podido demostrar la existencia de una correlación inversa entre el 
estatus de metilación de ADN en leucocitos y los niveles plasmáticos de homocisteína 
en individuos sanos209,210. Por el contrario, en pacientes alcohólicos, se produce una 





? Homocisteína-tiolactona. Proteínas Nε-Lys-Hcy  
 
La conversión de homocisteína en homocisteína-tiolactona se realiza por la acción de la 
metionil-tRNA sintetasa, según la reacción siguiente, considerada una vía tóxica en 
humanos.  
 
  Ppi    AMP 
 
Hcy + ATP  MetRS• Hcy ≈AMP   Hcy-tiolactona +MetRS 
 
La homocisteína-tiolactona (Hcy-tiolactona) descubierta en 1934 por Baernstein,  es un 
metabolito altamente reactivo y tóxico103, capaz de reaccionar muy fácilmente con 
aminas primarias de proteínas, especialmente con residuos de lisina (Lys), produciendo 
aductos N-Hcy-proteínas, de forma que el grupo carboxilo de la Hcy se une a través del 
N del grupo ε-amino de residuos de lisina104.   
La homocisteína-tiolactona, puede reaccionar con residuos de lisina de numerosas 






El acúmulo de Hcy-tiolactona produce daño celular, habiéndose propuesto el 
mecanismo de “homocisteinilación” de las proteínas como uno de los posibles 
mecanismos, subyacentes a las consecuencias patológicas que se derivan de un 












Tiolactona Proteína- Lys Proteína Nε-Lys-Hcy
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Recientemente se ha propuesto213 que las proteínas Nε-Lys-Hcy se comportan como 
nuevos auto-antígenos, y el aumento de proteínas Nε-Hcy-Lys provoca una respuesta 
autoinmune. Los auto-anticuerpos que reconocen los epítopos de estas proteínas, 
podrían reaccionar en numerosos tejidos, eliminándolos de la circulación, lo que podría 
tener un resultado beneficioso. Se ha demostrado que los niveles de anticuerpos anti-
proteínas Nε-Lys-Hcy, correlacionan directamente con los niveles de Hcy, pero no con 
los de cisteína ó metionina. 
Se especula que si en el proceso de la aterosclerosis, estas proteínas estuvieran presentes 
en las células endoteliales, podría dar lugar a la formación del complejo antígeno-
anticuerpo en la superficie del vaso214, recubriendo las células endoteliales, lo que 
podría dar lugar a su fagocitación por macrófagos, con resultado final de daño vascular.  
 
? Oxido Nítrico (NO) y Dimetilarginina asimétrica (ADMA) 
 
El óxido nítrico se sintetiza en el endotelio vascular a partir del aminoácido L-arginina, 
por la acción de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), y contribuye a la regulación 
del tono vascular. El NO está implicado en una gran variedad de mecanismos de 
regulación del sistema cardiovascular, por lo que la vía endotelial L-arginina /óxido 
nítrico se considera el mayor efector del control endotelial de la homeostasis vascular. 
El NO, además de ser un factor de relación de células de músculo liso, inhibe la 
agregación plaquetaria, la adhesión leucocitaria en el endotelio vascular y la migración 
celular, limita la oxidación de las LDL aterogénicas. El NO podría modular la 
concentración de Hcy inhibiendo directamente la metionina sintasa215 o de forma 
indirecta inhibiendo la síntesis de ferritina216, modificando el catabolismo de folatos.  
La presencia del polimorfismo 894G>T en el gen que codifica la eNOS, podría estar 
relacionado con la severidad de la enfermedad cardiovascular, lo que llevaría a un 
producción alterada de NO que en combinación con la presencia de 
hipehomocisteinemia podría dar lugar a una disminución de la captura de Hcy en S-
nitrosohomocisteína, con la subsecuente exposición del sistema homeostático a los 
efectos tóxicos de Hcy217. 
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Otro polimorfismo resultante del cambio de timina por citosina en el nucleótido –786 
T>C del promotor del gen de la óxido nitrico sintasa (eNOS), responsable de la 
reducción de actividad del gen, se ha asociado con la enfermedad aterogénica, de forma 
que su presencia podría constituir un nuevo factor determinante de valores elevados de 
homocisteína, habiéndose observado su efecto en sujetos no fumadores, con estatus 
vitamínico normal, no portadores de genotipo TT de la MTHFR y en ausencia de otros 
factores conocidos que modulen la homocisteina218. 
 
Un mecanismo que explicaría la disfunción endotelial es la presencia de niveles 
elevados de dimetilarginina asimétrica (ADMA), un análogo de L-arginina inhibidor de 
la NO sintasal219, por lo que ADMA se considera como un regulador de síntesis de NO 
y un potencial marcador de daño vascular220.  
En 1986, se identifica la NG-monometilarginina (L-NMMA) como un compuesto que 
inhibe el efecto citotóxico de macrófagos activados y previene la producción de nitritos 
y nitratos derivados de L-arginina en estas células221. 
Un año más tarde, se identifica el factor de relajación derivado de endotelio como oxido 
nítrico222 y en 1988 Palmer y cols. demuestran por primera vez que el NO se sintetiza, 
en condiciones fisiológicas, por la acción de una enzima Ca2+ dependiente que utiliza 
como substrato arginina, en un proceso que es inhibido por L-NMMA223,224. Los tres 
análogos de L-arginina: la NG-monometilarginina (L-NMMA), la dimetilarginina 
asimétrica (ADMA) y la dimetilarginina simétrica (SDMA) modifican la síntesis de NO 
en sistemas biológicos. 
La síntesis de ADMA está catalizada por la familia de enzimas proteina-arginina-N-
metil transferasas225, que utilizan S-adenosilmetionina como donante de grupos metilo 
(figura 1.3.4-2), razón por la que se ha sugerido que la síntesis de ADMA y el 
metabolismo de homocisteína están relacionados, habiéndose encontrado valores 
elevados de ADMA en distintos modelos de hiperhomocisteinemia226,227. Este 
mecanismo explicaría porque la disfunción endotelial no se restaura, al reducir los 
niveles de homocisteína con tratamiento de vitamina B228.  
Una vía de metabolismo de las metilargininas se inicia con la proteolisis y la salida de la  
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célula de los residuos de metilarginina al plasma, desde donde son filtradas por el riñón, 
sin que se reincorporen a las proteínas, por lo que la producción de metilarginina podría 
ser un índice de degradación proteíca229.  
 
 
Figura 1.3.4-2  Rutas  metabólicas relacionadas con ADMA. Ilustración tomada de Böger230 
 
En 1987 se demuestra la existencia de una vía de catabolismo de ADMA a citrulina y 
dimetilamina, específica para los residuos de metilarginina asimétricamente metilados 
(L-NMMA y ADMA)231, cuya enzima es dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 
(DDAH)232. La DDAH metaboliza específicamente la dimetilarginina asimétrica y no 
hidroliza la simétrica (SDMA). La inhibición farmacológica de la actividad de 
DDAH233, lleva a una acumulación de ADMA libre en células endoteliales. 
Las tres formas de metilargininas entran en la célula a través de transportadores de 
aminoácidos catiónicos, conocidos colectivamente como transportadores y+, que 
transportan también arginina, lisina y ornitina234. Dicho sistema concentra 
metilargininas en la célula. En la célula endotelial la concentración de L-NMMA 




transportador es inducible y está regulado por ciertas citoquinas como TNF-α e 
interleukina1 β235. 
La regulación de la concentración intracelular de metilarginina asimétrica por el sistema 
de la DDAH, podría constituir un nuevo mecanismo de regulación de la NOS. 
La relevancia clínica de la vía arginina → óxido nítrico en enfermedad vascular, ha sido 
demostrada en numerosas ocasiones. La síntesis de oxido nítrico, está alterada en 
enfermedades cardiovasculares, incluyendo aterosclerosis, hipertensión y diabetes. 
Los niveles de ADMA parecen alterados en pacientes con fracaso renal, hipertensión y 
en pacientes con hiperlipidemia e hiperhomocisteínemia 
El aumento en la síntesis de ADMA y L-NMMA ó un descenso en la concentración de 
arginina, podría resultar en un descenso de la síntesis de NO, con reducción en la 
vasodilatación.  
La presencia de residuos de arginina metilados en proteínas altamente específicas como 
proteínas básicas de mielina236, proteínas de choque térmico (Hsps)237 y proteínas 
nucleares238, se conoce desde hace tiempo, pero su función permanece sin aclarar. 
La metilación de residuos de arginina en proteínas, se produce por la acción de la 
proteína arginina metil transferasa (PRMT), de la que se conocen dos subtipos en 
mamíferos, con diferente especificidad de substrato239 y distinta actividad catalítica240. 
La enzima específica de proteínas de mielina, cataliza la formación de L-NMMA y 
SDMA, mientras que la enzima no específica de proteína de mielina cataliza la 
formación de L-NMMA y ADMA y constituye la mayor fuente de metilargininas 
asimétricas, siendo éstas las únicas que inhiben la oxido nítrico sintasa (NOS). 
 
? Expresión de citoquinas y quimiocinas  
Estudios in vitro demuestran que la homocisteina activa la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias, en relación con su capacidad de activación del factor nuclear κappa B241.   
Las quimiocinas MCP-1 e IL-8 son liberadas por macrófagos en la lesión y han sido  
identificadas en placas de ateroma. En situación de hiperhomocisteínemia, se ha 
demostrado un incremento en la expresión y secreción de MCP-1 y IL-8 en cultivo de 
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monocitos obtenidos de células endoteliales242,243. Este efecto está mediado por especies 
reactivas de oxígeno (ROS) a través de la NAD(P)H oxidasa, ya que la tHcy aumenta la 
producción de ROS y los inhibidores de proteína C reactiva. Estos datos sugieren que la 
tHcy puede alterar la función de monocitos humanos por aumento de la expresión de 
MCP-1 y IL-8, aumentando la formación de ROS.  
 
? Estrés oxidativo 
Numerosos trabajos han demostrado la capacidad de la homocisteína de aumentar la 
producción de radicales libres de oxígeno y dañar la disponibilidad de oxido nítrico por 
el endotelio244. El grupo –SH de la Hcy presenta la misma capacidad de  oxidación-
reducción que glutation y cisteína, sin embargo debido a su baja concentración no se 
considera como el principal agente oxidante. Por otra parte la Hcy inhibe la expresión 
de diversas enzimas antioxidantes241. Por tanto la Hcy actúa sensibilizando a la célula 
frente a agentes que generen estrés oxidativo. 
La situación de hiperhomocisteinemia se ha asociado con el estrés oxidativo. La Hcy 
disminuye la expresión y secreción de la enzima superóxido dismutasa (SOD) esencial 
para catalizar la dismutación del anión superóxido, protegiendo del estrés oxidativo. En 
mamíferos se han identificado tres isoformas de la SOD ubicadas en distintos 
compartimentos: 1) intracelular (Cu,Zn-SOD) 2) mitocondrial (Mn-SOD) y 3) 
extracelular (EC-SOD). La isoforma extracelular es la más abundante en tejido vascular. 
Se trata de una glicoproteína que contiene cobre y zinc, secretada por células 
musculares lisas vasculares y proteje la pared vascular frente al estrés oxidativo245,246. In 
vitro la homocisteína reduce la expresión de la EC-SOD, aumentando el estrés oxidativo 
en la pared vascular. El aporte de taurina restaura la expresión de EC-SOD, 
disminuyendo el estrés oxidativo247. 
Durante la oxidación de la Hcy se generan anión superóxido (O2-) y peróxido de 
hidrógeno (H2O2), capaces de oxidar las lipoproteínas plasmáticas, especialmente las 
lipoproteínas de baja densidad LDLs, formando hidroxicolesterol, degradando los 
ácidos grasos poliinsaturados y modificando la Apo B100. Todos estos derivados están 
implicados en el proceso molecular de la aterogénesis72,86. 
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? Estrés del Retículo Endoplásmico 
La importancia del retículo endoplásmico (RE) en la vida celular en condiciones 
normales se conoce desde hace décadas, pero el papel que juega en la progresión de 
diversas enfermedades se conoce recientemente, desde que diversos trabajos soportan la 
idea de que una de las principales vías de estrés del RE es en respuesta al acúmulo de 
proteínas no plegadas (UPR)248,249,250. 
El RE desempeña un papel fundamental en el proceso de producción, plegamiento y 
exportación de proteínas a los diferentes compartimentos celulares ó al medio 
extracelular251. La mayoría de proteínas secretadas, glicosiladas y modificadas son 
plegadas para dar lugar a sus estructuras terciarias y cuaternarias. Solo las proteínas 
correctamente plegadas se forman como oligómeros y son transferidas al aparato de 
Golgi. Para asegurar su correcto plegamiento, se requiere un sistema eficiente de 
moléculas caperonas248 que eviten acúmulo de proteínas nativas o incorrectamente 
plegadas en el RE.  
El estrés del RE ocurre por acúmulo de proteínas desnaturalizadas o con errores de 
plegamiento252. Esto provoca la respuesta del RE mediante el mecanismo funcional 
UPR, a través del cual la célula es capaz de defenderse. Dicho mecanismo incluye: 1) 
aumento de la síntesis lipídica necesaria para la formación de membranas de RE y 
disminución en la traslación proteíca, evitando el acúmulo de proteínas no plegadas253, 
2) inducción trasncripcional de proteínas caperonas del RE, para aumentar la capacidad 
de plegamiento y prevenir la agregación proteíca253, 3) eliminación del RE de proteínas 
no plegadas, mediante un transporte acoplado al sistema ubiquitin- proteosomas  para su 
degradación250,254.   
El RE es un compartimento altamente oxidado en todo tipo de células255, en donde  la 
relación entre glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) es 3:1, mientras que en el 
citosol es de 100:1 En las etapas iniciales de la UPR, se producen, por dos vías 
diferentes, altos niveles de especies reactivas de oxígeno256 (ROS) como anión 
superóxido (O2-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) y –OH. La primera vía es el proceso 
de plegamiento, en donde a través de la formación de puentes disulfuro, por acción de la 
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proteína disulfuro isomerasa dependiente de FAD, se generan 2 e-, que junto con las 
moléculas de oxigeno, dan lugar a la producción de ROS256,257.  
Una segunda vía de generación de ROS es la cadena respiratoria mitocondrial. La 
depleción de glutation reducido (GSH) por la UPR induce disfunción mitocondrial 
causando acúmulo de ROS256. 
El acúmulo de proteínas no plegadas y una UPR prolongada, podría activar la vía de 
muerte celular241, por activación de diversas proteínas del RE como la proteína quinasa 
transmembrana tipo 1 (IRE-1), el factor 6 de transcripción (ATF-6) y la proteína 
quinasa tipo PKR (PERK), que activarán diversas caspasas (caspasa-12 y caspasa-9) 
que darán lugar a la apoptosis258. 
La hiperhomocisteinemia se ha descrito como causante de estrés del RE. La 
homocisteína podría provocar proteínas con error de plegamiento, alterando la 
formación de puentes disulfuro e induciendo la expresión de proteínas caperonas como 
GRP78, GRP94 y GADD153 y la de una proteína no caperona denominada “Herp” o 
proteína del RE inducida por homocisteína259. A diferencia de otras proteínas inducidas 
por estrés en el RE, Herp es una proteína de 64kDa localizada en la membrana del RE, 
que se induce de forma mayoritaria en condiciones de estrés260. Su N-terminal posee un 
dominio ubiquitina, el cual está probablemente implicado en su degradación a través de 
la vía ubiquitin-proteosoma259.  
Algunas de las funciones celulares de la proteína Herp se han ido conociendo 
gradualmente. Así, durante el estrés del RE, Herp actúa como un neuroprotector 
cerebral, estabilizando la homeostasis del Ca2+ y manteniendo la función mitocondrial, 
aumenta la capacidad del RE de plegamiento de proteínas, previene la apoptosis 
provocada por estrés del RE261,262.  Se ha descrito que Herp interactúa con presenelinas 
incementando la producción de β-amiloide263. 
El mecanismo a través del cual Herp ejerce su acción no esta bien definido, pero tras la 
observación de la asociación entre niveles de homocisteína y metilación de ADN, se ha 
descrito recientemente, en pacientes con alcoholismo y niveles elevados de 
homocisteína, un descenso en la expresión del mARN de Herp, así como un incremento 
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de la metilación en el ADN del promotor, por lo que la homocisteína regularía la 





1.4 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO (Hsps) 
 
En 1962 Ritossa265, describe por primera vez la respuesta al choque térmico inducida al 
someter a un aumento de temperatura transitorio, las glándulas salivares de la mosca de 
la fruta Drosophila. Las células, ante diferentes tipos de agresión causantes de estrés 
celular, desarrollan mecanismos de respuesta para su defensa entre las que se encuentra 
la inducción de genes específicos que codifican la familia de proteínas, conocidas como 
“proteínas de choque térmico” (Hsps), o proteínas del estrés. La expresión de Hsps en 
respuesta al estrés, se ha observado en células de todos los organismos estudiados 
(bacterias, plantas, levaduras, mamíferos, hombre), y presentan un elevado grado de 
conservación tanto en su estructura, como en mecanismos de regulación y función 
bioquímica266. La conservación de las secuencias genómicas de los genes de respuesta 
al estrés, ha saltado las barreras de las especies lo que ha permitido su adaptación a la 
evolución.  
El choque térmico es un tipo de estrés que hace que las Hsps se sobreexpresen en la 
célula. Agentes estresantes diferentes como son procesos inflamatorios, estrés 
metabólico y oxidativo, fármacos citotóxicos, metales pesados, carcinógenos, ionóforos 
del calcio y radiaciones UV,  inducen reacciones celulares similares, siendo capaces de 
activar las secuencias genómicas y el aumento de expresión de Hsps, para evitar 
posibles lesiones267, desempeñando un papel activo en la defensa celular.  
Las Hsps juegan un importante papel como caperonas moleculares, siendo esenciales en 
procesos de plegamiento y ensamblaje de proteínas nuevamente sintetizadas, 
traslocación proteíca y/o degradación, tanto en condiciones normales, como en 
condiciones de estrés. La agresión térmica ó de otro tipo, origina la desnaturalización de 
las proteínas, por lo que la señal de estrés se origina como consecuencia del flujo de 
proteínas desplegadas que requieren la intervención de caperonas moleculares, que 
facilitan el plegamiento de proteinas nativas, evitando la agregación de proteínas no 
plegadas o dañadas y asistiendo al replegamiento de proteínas desnaturalizadas268.  Así 
mismo, las Hsps ayudan al transporte molecular a través de la membrana celular269 y 
están implicadas en la aportación de péptidos inmunogénicos  en el  sistema mayor de 
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histocompatibilidad para su presentación a las células T. Normalmente los antígenos 
endógenos son presentados por moléculas de la clase I del sistema mayor de 
histocompatibilidad, mientras que los antígenos exógenos son presentados por 
moléculas de clase II. Sin embargo los antígenos exógenos ayudados por caperonas, son 
canalizados como endógenos y presentados por moléculas de clase I a células T tipo 
CD8+ 270. 
Estas proteínas (Hsps) no solo se expresan en respuesta a la agresión celular, sino que 
en condiciones normales se expresan de manera constitutiva, y representan 
aproximadamente el 5-10% del total271,272 y regulan procesos celulares fundamentales, 
que van desde el plegamiento de proteínas273, actuando como carabinas moleculares ó 
caperonas, hasta la prevención de la muerte celular programada274,275.  
Las Hsps se clasifican según su peso molecular (expresado en  kDa), en seis grandes 
familias: HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP110 y de bajo peso molecular. La 
nomenclatura Hsp se refiere a la proteína inducida por estrés, mientras que cuando se 
trata de proteína constitutiva, la nomenclatura se refiere a Hsc (ej:Hsc70). 
Una selección de los miembros mas importantes, se recoge en la tabla 1.4-I276: 
 
Familia HSP Miembro Localización Actividad 
Bajo peso molecular Ubiquitina Citoplasma/núcleo Eliminación de proteínas desnaturalizadas 
 Hsp10 Mitocondria Cofactor de Hsp60 
 Hsp27 Citoplasma/núcleo Estabilización del citoesqueleto 
 Aβ-cristalinas Citoplasma Actina intracelular 
HSP40 Hsp40 Citoplasma/núcleo Regula actividad de Hsp70. Caperona molecular 
 Hsp47 Retículo endoplásmico Pro-colágeno 
HSP60 Hsp60 Mitocondria Caperona molecular (Caperonina) 
HSP70 Hsp72 (Hsp70i) Citoplasma/núcleo Inducible por estrés 
 Hsp73 (Hsc70) Citoplasma/núcleo Constitutiva. Caperona molecular 
 Hsp75 (Mtp70) Mitocondria Inducible por estrés, incluida hipoxia 
HSP90 Hsp90 Citoplasma (migra al núcleo) Parte del complejo hormona-receptor 
HSP110 Hsp110 Nucleolo/citoplasma Tolerancia térmica 
 Hsp105 Citoplasma  Plegamiento protéico 
 
Tabla 1.4-I Relación de familias y miembros más importantes de Hsps. Localización y actividad 
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Las Hsps están presentes en citosol, mitocondria, retículo endoplásmico y núcleo. Su 
vida media es del orden de 48 horas277. Las Hsps se movilizan constantemente en el 
interior de la célula y las funciones de cada una de ellas depende de su localización, 
aunque los mecanismos que participan en este proceso no han sido bien establecidos. 
Así, las Hsp90 ejercen su función en ambas localizaciones citosólica y nuclear, mientras 
que la familia de las Hsp70 presentan un patrón complejo de regulación del crecimiento 
y expresión de genes inducidos por estrés, encontrándose en diferentes 
compartimentos265.  
Dentro de la familia de las HSP70, la Hsp73 (Hsc70) se expresa de forma constitutiva y 
es poco o nada inducible por estrés, mientras que la Hsp72 (Hsp70i) es inducida 
exclusivamente por estrés278. Ambas proteínas están localizadas en el citoplasma/núcleo 
de la célula y presentan una alta homología (90%) en su secuencia, por lo que podrían 
desempeñar funciones similares. Sin embargo la presencia de diferentes miembros de la 
familia HSP70 en el mismo compartimento celular, indicaría su compromiso con 
diferentes funciones. Así la Hsc70 une polipéptidos nacientes con polisomas, mientras 
que la Hsp70i se asocia a ribosomas279. 
Otro grupo de proteínas de estrés, conocidas como proteínas GRP, a diferencia con las 
Hsps, se expresan en células sometidas a situaciones de deprivación de glucosa ó 
tratamiento con ionóforos de Ca2+, mientras que no se expresan por aumento de 
temperatura. Al igual que las Hsps se designan por su masa molecular. Una de ellas, la 
GRP78 es la mejor caracerizada. Inicialmente denominada BIP (binding 
immunoglobulin protein), ya que fue identificada unida a cadenas pesadas de 
inmunoglobulinas280, se localiza en el retículo endoplásmico y actua como caperona 
constitutiva.  
La familia de las caperonas moleculares HSP70 son ATPasas muy conservadas, cuya 
estructura tridimensional completa se desconoce. Las Hsp70 están formadas por 3  
dominios277,281: 1) sitio de unión a ATP, localizado en la región N-terminal de 44kDa y 
con actividad ATPasa, 2) situado en la región C-terminal, segmento de 18kDa, con 
capacidad de unión al peptido, 3) un tercer domino carboxiterminal, de 10kDa variable. 
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El fragmento de 44 kDa N-terminal que comprende los residuos de aminoácidos 1-386, 
caracterizado por cristalografía de rayos X, posee 4 dominios formando 2 lóbulos con 
una hendidura, tal como se recoge en la figura 1.4-1. El sitio de unión a ATP es la 
región más conservada a lo largo de los diferentes miembros de la familia HSP70 y 
entre las diferentes especies. 
El dominio de unión peptídico, comprende los residuos 384-543 y está constituido por  
2 grupos de 4 ramales con láminas β antiparalelas, y una hélice α. 
El dominio C-terminal de 10kDa que comprende los residuos 542-646, está formado por 
una hélice α seguido de un fragmento rico en glicina/prolina próximo a la secuencia 
terminal altamente conservada EEVD. Los 4 aminoácidos terminales están presentes en 
todas las Hsp70 y Hsp90 eucariotas y afectan a la cantidad de mARN transcrito durante 
el choque térmico.  
Este dominio C-terminal puede ser diferente entre los distintos miembros de HSP70. 
Así el el dominio C-terminal de Hsp70 tiene 6 residuos menos y difiere en 26 





Fig 1.4-1  Esquema de la estructura de la Hsp70 eucariota tomada de Kiang277 
 




La unión del Hsp70 a su sustrato es reversible y se acopla al ciclo de hidrólisis de ATP 
y a cambios conformacionales282. Brevemente el mecanismo de unión descrito281 es: la 
Hsp70 se asocia a ATP y a dominios hidrofóbicos proteicos. La afinidad por el sustrato 
aumenta con la hidrólisis de ATP?ADP, prolongando el tiempo de interacción con la 
proteína. La actividad ATPasa de la Hsp70 es estimulada por otras Hsps y requiere de 
un cofactor, la Hsp40, para su unión al sustrato. Después del cambio de ADP por ATP, 
el sustrato es liberado y el ciclo comienza de nuevo. El polipéptido liberado es dirigido 
hacia la via de plegamiento proteíco celular, compuesto por diversas caperonas.   
En células eucariotas, la unión a sustrato de las Hsp70 presenta mayor afinidad por 
péptidos hidrofóbicos, afinidad que se incrementa tras hidrólisis de ATP.  Así, son 
capaces de unir 2 tipos de péptidos: 1) aquellos que contienen más residuos 
hidrofóbicos y aromáticos, tales como FYQLALT, estimulando la actividad ATPasa y 
2) aquellos que contienen residuos hidrofóbicos y básicos como NIVRKKK, con baja 
capacidad de estimular la actividad ATPasa.  
La reversibilidad de unión al sustrato es de gran relevancia en el proceso de plegamiento 
y translocación proteica. Así la unión de las Hsp70 al sustrato hidrofóbico de 
polipéptidos nacientes mantiene la cadena naciente en un estado de plegamiento parcial 
hasta que la translación se ha completado, de forma que el nuevo polipéptido sintetizado 
puede alcanzar su conformación final a través de la vía de plegamiento proteíco. 
La función principal de las proteínas de estrés es regular la homeostasis celular y 
promover la supervivencia283. La inducción de la respuesta al estrés es inmediata y se 
produce en unos minutos posterior al daño, aumentando la expresión de los genes que 
codifican las Hsps. Un incremento de 5-10ºC de temperatura sería suficiente para 
desencadenar la respuesta.  
La respuesta de choque térmico está regulada a nivel transcripcional. La activación de 
los genes hsp está regulada por uno o más factores de transcripción denominados 
factores de choque térmico (HSF). Estos factores son proteínas transreguladoras, 
localizadas en el citoplasma en forma de monómero que necesitan activarse 
(oligomerización) para su translocación al núcleo y su posterior unión al elemento 
regulador (HSE). El HSE posee una secuencia básica pentamérica 5´-nGAAn-3´. El 
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número de repeticiones es variable, pudiendo ser funcional a partir de 2-3 
pentámeros284. La secuencia consenso del HSE se localiza en el promotor del gen 
hsp70, aguas arriba de la secuencia TATA285,286,287. El HSE de la HSP70 se compone de 
cinco unidades pentaméricas.  
Existen dos mecanismos de acción posibles: 1) descrito en levaduras, en donde el HSF 
se une directamente al HSE, formando un complejo HSF-HSE activado por la 
fosforilación de HSF y 2) descrito en organismos superiores, en donde en condiciones 
normales el HSF se encuentra formando complejo con la Hsp70.  
 
Figura 1.4-2 . Esquema de la regulación de la expresión de proteínas de choque térmico. Ilustración 
tomada de Lamb et al287.  
 
Por acción del agente estresante, el HSF es liberado dando lugar a la formación del 
trímero correspondiente que es capaz de unirse al HSE, activando la expresión del gen 
hsp, incrementando la síntesis de Hsp70. Para evitar la acumulación de Hsp70 
intracelular, la Hsp activa se une de nuevo al HSF formando el complejo HSF-Hsp70, lo 
que da lugar a la disociación del HSF del ADN.  
Se han descrito varios miembros de la familia HSF (HSF1-4). Todos ellos presentan dos 
regiones muy conservadas. Un dominio N-terminal de unión al ADN  de 
aproximadamente 100 aminoácidos y un dominio adyacente de trimerización de 
INTRODUCCIÓN 
 64
repeticiones hidrofóbicas (cremalleras de leucina), capaz de formar interacciones 
hidrofóbicas. En eucoriotas existe un tercer dominio, menos conservado, en la zona C-
terminal que previene la trimerización del HSF en condiciones normales e inicia la 
activación de la transcripción. En mamíferos se han descrito dos tipos diferentes de 
HSFs (HSF1 y HSF2).  HSF1 está involucrado en la regulación de la expresión de Hsps 
en respuesta a agentes estresantes celulares, como temperatura, metales pesados y 
análogos de aminoácidos, mientras que HSF2 parece estar involucrado en la 
diferenciación celular288. 
El acúmulo intracelular de las Hsps puede provocar daños citotóxicos, por lo que la 
síntesis de Hsps, es un proceso regulado, en el que se limita la expresión de los hsp. Se 
ha descrito que en ausencia de estrés, el acúmulo de Hsps afecta a la división celular289.  
En la respuesta al estrés no solo se produce la expresión de Hsps, sino que también se 
produce la inhibición de la síntesis de otras proteínas. Así, la respuesta al estrés inhibe 
la expresión de citoquinas en leucocitos290 y fibroblastos291, así como la expresión de 
oxido nítrico sintasa inducible (iNOS) mediada por citoquinas292. 
Las Hsps están implicadas en la patogénesis de numerosas enfermedades, tales como 
artritis, diabetes mellitus, esquizofrenia y aterosclerosis293. Se ha demostrado que estas 
proteínas pueden proteger de la isquemia los cardiomiocitos o inducirse en células de la 
pared arterial con hipertensión aguda o sometida a angioplastia294. Se ha descrito que la 
expresión de Hsps en células tumorales ó células infectadas genera una respuesta 
inmune celular295, sugiriendo la modulación de una respuesta inmune que activa 
linfocitos T y proporciona una defensa adicional contra la infección y la transformación 
celular, aumentando la sensibilidad a la lisis mediada por células NK efectoras296.   
Existe una relación entre el estrés oxidativo y la inducción de los genes hsp. Se ha 
descrito que la síntesis de especies reactivas de oxígeno producidas como consecuencia 
del estrés oxidativo provocado por ciclosporinas297, inducen la expresión de Hsp70, lo 
que proporciona una mayor resistencia al estrés oxidativo.  
 
En relación con la aterosclerosis, la familia de las Hsp60 y Hsp70, han sido las más 
estudiadas. La evidencia acumulada sugiere que las Hsp70 proporcionan protección 
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miocárdica, especialmente en modelos experimentales de daño en isquemia 
repercusión298,299. Se ha demostrado que las Hsp60 juegan un importante papel pro-
aterogénico y se han podido localizar en la lesión producida en la íntima, mientras que 
no ocurre así en las regiones sin lesión300. Existe evidencia del incremeto de la 
expresión de Hsp60 por células endoteliales activadas301.  
En lesiones avanzadas, las Hsp70 se sobreexpresan en numerosas células, incluyendo 
monocitos, macrófagos, células dendríticas y células del músculo liso, habiéndose 
aislado in vitro células T en respuesta específica a las Hsp65302. En lesiones producidas 
por inmunización con Hsp60, en ausencia de otros factores de riesgo, se ha demostrado 
que la inmunización es insuficiente para producir aterosclerosis en periodos 
prolongados. In vivo, la inmunización con la vacuna BCG (bacilo Calmette-Guerin) 
incrementa la aterosclerosis303, habiéndose descrito un rápido incremento de anticuerpos 
circulantes anti-Hsp60 posterior a la inmunización. Sin embargo en la lesión precoz solo 
las células dendríticas, células clave en la respuesta inmune, sobreexpresan Hsp70304. 
Sobre la base de la homología entre las Hsp60 microbiana y humana, el desarrollo de la 
respuesta inmune a las Hsp60, podría ser responsable del daño celular producido en la 
aterosclerosis305. 
Las Hsps son proteínas que se localizan habitualmente en el interior de la célula, sin 
embargo se pueden encontrar en forma soluble en plasma junto con anticuerpos anti-
Hsps específicos. Así, algunos estudios sugieren una correlación entre los niveles 
circulantes de anticuerpos y la severidad de la aterosclerosis306,307.  
Las Hsps se han estudiado en relación con otros factores de riesgo clásicos para el 
desarrollo de la aterosclerosis y también como factores de riesgo independiente. Se ha 
podido demostrar correlación entre niveles elevados de Hsp60 y colesterol-LDL308. En 
un grupo de sujetos con hipertensión arterial, se han encontrado niveles de anticuerpos 
anti-Hsp70 elevados frente a sujetos normotensos309, habiéndose observado que los 
anticuerpos pudieran tener un efecto protector, modificando el progreso de la 
aterosclerosis310. Los niveles de anticuerpos anti-Hsp60 se han relacionado con el 
grosor de la íntima en arterias femoral y carotídea311. Las Hsps pueden tener 
significación como factor pronóstico de morbilidad y mortalidad en aterosclerosis, 
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habiéndose observado niveles de anticuerpos anti-Hsp65 en individuos que tuvieron un 
evento cardiovascular, superiores a los que no tuvieron312. 
La respuesta de choque térmico permite que células y organismos toleren ciertas 
situaciones de estrés, que de no ser así podrían resultar letales.  
 
1.5 GEN hsp70 
 
El complejo mayor de histocompatibilidad313 (CMH) localizado en el brazo corto del 
cromosoma 6, comprende entre 3-4 mega pares de bases (Mpb) del ADN. En la región 
telomérica, se encuentra la región de clase I del CMH, con al menos 17 genes altamente 
relacionados que incluyen aquellos que codifican los antígenos clásicos de 
histocompatibilidad (HLA-A, B y C). En el centrómero se localiza la región de clase II 
(HLA-D) que consta de cuatro subregiones denominadas DP, DO/DZ, DQ y DR. Las 
moléculas de clase I y II, son glicoproteínas involucradas en la regulación 
inmunológica, que actuan como elementos de restricción e interacción en el 









Figura 1.5-1 Esquema del complejo mayor de histocompatibilidad tomado de Thompson314 y localización 
del gen hsp70 
 
Entre los genes de clase I y II, se encuentra la región de clase III, cuya extensión es de 
aproximadamente 1000 kilobases de ADN. La región de clase III contiene una serie de 
genes heterogéneos que comprenden: componentes del sistema del complemento como 




como el factor de necrosis tumoral α y β (TNF-α y TNF-β) y una proteína con una 
inusual estructura periódica denominada RD.  
A finales de los años 80 se publica315,316 el hallazgo de un nuevo miembro del complejo 
mayor de histocompatibilidad, localizado en la región de clase III, entre el complemento 
y los genes TNF.  Este nuevo miembro se refiere al conjunto de genes hsp70, que 
codifican las proteínas de choque térmico (Hsp70).  
En humanos, 11 isoformas de Hsp70 están codificadas por diferentes genes hsp70 
localizados en locus dispersos. Dentro de la familia de genes hsp70, tres de ellos (hsp 
70-1, hsp 70-2 y hsp70-Hom) se localizan en tándem en la región de clase III del CMH, 
en el brazo corto del cromosoma 6 en la región 6p21.3. La localización del locus hsp70 
en esta región, sugiere el posible papel de las Hsps en enfermedades autoinmunes e 
inflamatorias317,318.  
Se ha identificado la existencia de un “locus” duplicado317, cuyos genes hsp70-1 y 
hsp70-2 codifican para una proteína idéntica319 de 641 aminoácidos (HSPA1A y 
HSPA1B), que constituye la principal proteína de choque térmico inducible (Hsp70). 
Un tercer gen (hsp70-Hom) localizado a 4 Kb del gen hsp70-1, codifica para una 
proteína más básica, también de 641 con un 90% de similitud a HSPA1A, denominada 
HSPA1L.  
Los genes hsp70-1 y hsp70-2 se expresan a niveles altos, cuando la célula es sometida a 
choque térmico (42ºC). El gen hsp70-1, se expresa también, aunque a niveles bajos, de 
forma constitutiva. El gen hsp70-Hom, posee una secuencia en la zona 5´flanqueante 
que aunque no corresponde con la secuencia consenso para proteínas de choque 
térmico, se expresa a bajos niveles de forma constitutiva y tras choque térmico. Existe 
discrepancia acerca de su expresión tras choque térmico 
El gen hsp70-1, que codifica para la mayoría de las proteínas de choque térmico 
inducidas por stress, está constituido por tres exones, no posee intrones y puede dar 
lugar a “splicing” alternativos320. El gen hsp70-1 se conoce también como: hsp72, 
hspa1, hspa1b y en la actualidad se denomina como hspa1a, que codifica para la 
proteína HSPA1A, con referencia NT_007592.14. El intervalo de nucleótidos del gen 
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es: 22641588..22643970. Su código de identificación y acceso al banco de datos 
GenBank es gi:51465675. La secuencia está disponible en internet en la dirección: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank 
El estudio secuencial de estos 3 genes, ha permitido la identificación de diversos 
polimorfismos localizados tanto en la región codificante, como en la región reguladora 
y del promotor. Así, en el gen hsp70-Hom, han sido identificados dos polimorfismos 
(SNPs) en la región codificante. Uno de ellos, la 2437T>C, da lugar al cambio de una 
metionina por treonina en el aminoácido 493 de la proteína (HSPA1AL), en el dominio 
18KDa implicado en la unión al sustrato, modificando su efectividad de unión. El 
segundo SNP: 2763 A>G, da lugar al cambio de glutámico por lisina en el aminoácido 
602 localizado en el dominio C-terminal de la proteína, región implicada en la unión al 
sustrato y en la unión a otras caperonas321, disminuyendo las fuerza de unión 
hidrofóbicas. 
En el gen hsp70-1, se han identificado algunos polimorfismos localizados en el 
promotor y en la región 5´flanqueante del gen que codifica para la proteína HSPA1A, 
aguas arriba del elemento regulador HSE de respuesta al choque térmico322. El 
polimorfismo –110 A>C localizado 3 pares de bases aguas arriba de HSE, parece que 
no afecta la unión del HSF al HSE323 y por tanto a la síntesis de Hsp70. 
Hasta el momento, no han sido descritos polimorfismos en la región codificante de los 
genes hsp70-1 y hsp70-2, ni variaciones de aminoácidos en la secuencia proteica de la 
Hsp70324. 
Variantes génicas en la secuencia de los distintos hsp70, parecen estar implicadas en 
diferentes enfermedades inflamatorias, autoinmunes e infecciosas. Así, en modelo 
animal, se ha descrito la sobreexpresión de hsp1a en lesiones de aorta con 
aterosclerosis, mientras que en regiones sin lesión, el gen no se expresa325. La 
identificación de polimorfismos en los 3 genes ha permitido su asociación con diversas 
situaciones clínicas. Así, el polimorfismo 1267 A>G descrito en el hsp70-2 para 
HSPA1B se ha asociado a susceptibilidad de shock séptico en neumonías326 y se ha 
relacionado con enfermedad psiquiátrica, especialmente en esquizofrenia327. Un 
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segundo polimorfismo el –179 C>T, se asocia con niveles bajos de expresión del gen y 
se ha sugerido la posibilidad de que ambos genes estén relacionados318.  
Otras mutaciones descritas en hsp70-1 para HSPA1A, como la -27 G>C y en el hsp70-
Hom para HSPA1L, como el SNP: 2437C>T, se han asociado con enfermedades 
inflamatorias328 y con el proceso de envejecimiento329.  
 
1.6 LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTRÓFILOS 
 
Los leucocitos granulocitos polimorfonucleares son elementos formes que poseen un 
núcleo lobulado y contienen en su citoplasma gránulos específicos. Existen 3 tipos: a) 
polimorfonucleares neutrófilos, b) eosinófilos y c) basófilos. 
Son células de 12 a 15 μm de diámetro. Su núcleo está formado por 2 a 5 lóbulos de 
cromatina condensada unidos entre sí. Poseen abundante citoplasma relativamente 
pobre en organelos que contienen dos variedades de gránulos que se tiñen poco con los 
colorantes usuales. Los gránulos específicos contienen fosfatasa alcalina, colagenasa, 
lactoferrina y proteínas básicas como lisozimas y fagocitinas y los granos azurófilos a 
lisosomas primarios. El citoplasma  es en general pobre en otros tipo de organelos. En el 
tejido conjuntivo, los polimorfonucleares neutrófilos (PMN), tienen una vida media en 
de 1 a 4 días. 
Además de gránulos movilizables intracelulares, del tipo lisosomal o secretorio, los 
PMNs contienen también orgánulos exocíticos de almacenamiento, -las vesículas 
secretoras-, que actúan como un importante reservorio de proteínas de membrana. Estos 
orgánulos citosólicos (gránulos y vesículas) proporcionan a los neutrófilos la capacidad 
de responder a diversos cambios de su entorno, lo que dispara procesos estrechamente 
regulados, tales como la migración y adherencia a los tejidos inflamados, la liberación 
de proteínas citotóxicas y proteolíticas y especies reactivas de oxígeno implicadas en la 
defensa del huésped, así como la fagocitosis. A pesar de la alta complejidad del 
metabolismo y tráfico proteico de los PMN, que les permite la exocitosis o la 
traslocación diferenciada de proteínas almacenadas en diferentes orgánulos citosólicos, 
el estudio de los PMNs adolece de forma sistemática de un análisis de su contenido 
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proteico global. Un análisis proteómico de los PMN bajo diferentes condiciones 
fisiológicas (genotipo hsp70), podría proporcionar la base para la elucidación de los 
procesos fisiológicos que controlan la biosíntesis de las proteínas granulares y 
vesiculares, su expresión y exocitosis o traslocación en respuesta a diferentes estímulos 
biológicos. 
Los PMN constituyen un mecanismo de defensa y pertenecen a la primera línea de 
reconocimiento y de defensa ante agresiones externas, pudiéndose considerar como 
eficaces biosensores con capacidad biosintética selectiva tanto de mRNA como de 
proteínas. Ello les confiere la capacidad de responder frente a las agresiones y modular 
la respuesta frente a las mismas. El incremento de la actividad oxidativa de los PMN se 
observa en procesos de inflamación aguda y crónica como el shock séptico, el síndrome 
del distrés respiratorio del adulto, la artritis reumatoide, el enfisema o el asma y parecen 
estar también implicados en los procesos lesivos sobre tejidos miocárdicos infartados. 
Por todo ello, se relaciona el sistema Hsps en PMN no sólo con procesos de reparación, 
sino también con los de autoprotección frente a las distintas especies reactivas de 
oxígeno, originadas tras la activación celular y minimizando, por otro lado, el daño 
oxidativo sobre los tejidos implicados. Los PMN neutrófilos, por tanto, ejercen un papel 
fundamental tanto en la respuesta inflamatoria como en la defensa del huésped frente a 
diferentes patógenos.  
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2. HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
 
El trabajo se basa en las siguientes puntos: 
 
 
2.1. La aterosclerosis, como enfermedad inflamatoria crónica, induce la síntesis 
de Hsps en el lugar de la lesión y en las células implicadas en la misma. 
 
2.2. Las Hsps son moléculas inmunomoduladoras que pueden actuar como 
potentes autoantígenos. Su reconocimiento por los linfocitos T 
desencadenaría una respuesta autoinmune que estaría implicada en la 
etiopatogenia inflamatoria de la aterosclerosis. 
 
2.3. La  hiperhomocisteinemia, considerada como factor de riesgo vascular 
independiente, parece inducir una situación  de estrés oxidativo en el retículo 
endoplásmico.  
 
2.4. La expresión elevada de Hsp70i en relación con determinados polimorfismos 
de la región reguladora del gen hsp70-1, podría explicar la resistencia 
individual ó de determinadas poblaciones ante determinados agentes 
estresantes ambientales, o factores de riesgo vascular. La presencia ó no de 
SNPs relacionados con la síntesis de Hsp70i, podría clasificar a los 
individuos en “hipo”, “normo” e “hiper” productores de Hsp70i. Individuos 

















Se plantean en este trabajo los siguientes objetivos: 
 
3.1. Estudio epidemiológico de los niveles de proteína C reactiva, homocisteína 
total y de la biología de las proteínas de choque térmico, así como su 
relación y sus correlaciones con homocisteína y proteína C reactiva, en la 
muestra poblacional reclutada, con o sin factores de riesgo vascular. 
 
3.2. Estudio del polimorfismo 677C>T del gen que codifica la enzima  
metiltetrahidrofolato reductasa y su influencia sobre los niveles de 
homocisteína, así como sobre las Hsps. 
 
3.3. Estudio de los polimorfismos de la región reguladora del gen hsp70-1 en la 
muestra aleatoria de población general estudiada, con o sin factores de riesgo 
vascular. 
 
3.4. Estudio de la influencia de los polimorfismos de la región reguladora del gen 
hsp70 sobre los niveles de proteínas de choque térmico, anticuerpos anti-
Hsps, homocisteína y proteína C reactiva. 
 
3.5. Estudiar la biología de las Hsps en la aterosclerosis y analizar si en la 
enfermedad vascular existe un componente inmunológico que incluya 
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4. MATERIAL y MÉTODOS 
 
 
4.1. SUJETOS  
 
La población estudiada incluye personas voluntarias, trabajadores (activos o no) del 
Hospital General Universitario Gregorio Marañón. Los criterios de inclusión 
establecidos en el estudio fueron: 
1) personas de ambos sexos, de edad comprendida entre los 40 y 60 años,   
2) y que otorgan su consentimiento informado. El estudio fue aprobado por la 
Comisión de Investigación y la Comisión de Etica de la Investigación 
Clínica del Centro. 
Los criterios de exclusión aplicados fueron: 
• Mujeres gestantes ó lactantes 
• Sujetos con infección sistémica en los últimos tres meses 
• Sujetos que presenten: 
o Enfermedad oncológica o se hallen en tratamiento radio/quimioterápico 
o Enfermedad autoinmune (artritis reumatoide, lupus eritematoso, 
sarcoidosis) 
o Trastornos endocrinos (excepto diabetes) 
o Enfermedad hepática 
o Insuficiencia renal, glomerulonefritis 
o Trastorno cardiaco congénito 
o Enfermedad oncohematológica 
En un periodo de 5 meses, se reclutaron 106 voluntarios seleccionados en entre abril 
de 2004 y junio de 2005 y estratificada por sexo. Todos ellos cumplen los criterios 
de inclusión establecidos en el estudio. 
Así mismo se incluyen en el estudio 5 pacientes con patología vascular (3 mujeres y 
2 varones), 3 de ellos  ingresados en el hospital y los otros 2 pacientes ambulantes 
en seguimiento extra hospitalario, a los que se detectó una hiperhomocisteinemia 
moderada en el momento del estudio. Tras la entrevista se incorporan al estudio 4 
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miembros de la familia de uno de los pacientes, 3 de los cuales presentan edades 
comprendidas entre 30 y 40 años. Uno de ellos había sufrido un evento 
cardiovascular 2 años antes. Todos los pacientes y familiares otorgaron el 
consentimiento informado. 
El estudio se realiza sobre un total de 115 personas, 58 mujeres y 57 varones.  
 
4.2. CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
Se concierta una cita con todas las personas incluidas en el estudio, en la que se 
informa de los objetivos, procedimientos, beneficios y riesgos del trabajo y se 
solicita el consentimiento escrito para su participación. 
El modelo de consentimiento informado que se utiliza se recoge en la fig.4.2-1 
En la entrevista se realiza anamnesis y encuesta epidemiológica, que incluye edad, 
antecedentes médicos personales y familiares, tratamientos y aparición o presencia 
de enfermedad aguda o crónica.  Se toma presión arterial y se realiza la extracción 
de sangre para las determinaciones analíticas correspondientes.  
Se acuerda la entrega del informe con los resultados analíticos objeto del estudio. 
 




Figura 4.2-1   Modelo de consentimiento informado, entregado a los participantes en el estudio.  
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4.3  OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
 
Las muestras de sangre se obtienen por venopunción. Se establece el volumen y tipo 
de muestra (suero ó plasma) necesario para las determinaciones analíticas previstas, 
y se extraen: 
? 5 ml de sangre recogidos sobre tubo con gel separador para obtención de suero y 
estudio bioquímico que incluye los siguientes analitos: Colesterol, colesterol-
HDL, colesterol-LDL, triglicéridos y glucosa. 
? 2 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA (anticoagulante) para medición 
de homocisteína total plasmática. 
? 2 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA para extracción de ADN y 
estudio de polimorfismos de la metilentetrahidrofolato reductasa. 
? 2 ml de sangre recogidos sobre tubo seco para medición de: RCP, HSP70i y 
anticuerpos  anti HSP70 y anti-HSP60 en suero. 
? 10 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA, para el aislamiento de 
leucocitos polimorfonucleares neutrófilos por gradiente. 
 
4.4 REQUISITOS  PREANALÍTICOS 
 
Las muestras obtenidas para el estudio bioquímico, se envían al Servicio de 
Bioquímica, siguiendo las indicaciones establecidas por éste y se procesan dentro de 
la rutina diaria,  sin que se requiera precauciones especiales en la preanalítica. 
Sin embargo, se deberá cumplir los requisitos específicos de preanalítica para las 
siguientes determinaciones: 
 
? Los tubos conteniendo las muestras de sangre obtenidas para la medición de 
homocisteína, se trasladan en frío al laboratorio. El tiempo transcurrido desde la 
extracción de sangre hasta la separación del plasma por centrifugación, no debe 
superar los 60 minutos. El plasma se almacena a –40ºC hasta su cuantificación. 
? Las muestras obtenidas para el aislamiento de PMN se trasladan de inmediato al 
laboratorio de Biología Celular para proceder a su extracción, no siendo 
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necesario su transporte en frío. El tiempo transcurrido desde la obtención de 
sangre hasta la extracción en el laboratorio debe ser inferior a 30 minutos. 
 
4.5 VALORACIÓN DE RIESGO VASCULAR. CLASIFICACION DE LOS 
SUJETOS PARTICIPANTES.  
 
El riesgo absoluto de desarrollar una enfermedad cardiovascular en un periodo de 
tiempo, generalmente establecido en diez años, se estima basándose en la presencia 
de enfermedad coronaria previa y en la valoración conjunta de los factores de riesgo 
presentes330. Se consideran individuos de alto riesgo aquellos que posean un riesgo 
absoluto superior al 20%331. El cálculo de riesgo en individuos asintomáticos se 
realiza sobre la presencia de factores de riesgo. Para ello existen diversas tablas 
basadas en el seguimiento de la población del estudio Framingham332. Las más 
utilizadas son las derivadas del propio estudio333,334 y la carta de riesgo coronario de 
la Task Force331, recogida en la figura 4.5-1. El índice de riesgo coronario de los 
individuos participantes se obtuvo considerando la presencia o ausencia y grado de 
severidad de cada uno de los factores de riesgo covencionales, teniendo en cuenta el 
sexo, la edad, estatus de fumador, tipo de vida, obesidad, presión arterial sistólica y 
colesterol total. La tabla recoge los criterios establecidos para considerar una 
determinada situación. 
 
Se considera situación de Criterio 
HIPERCOLESTEROLEMIA Colesterol > 200 mg/dl 
 LDL-colesterol > 115 mg/dl 
 HDL-colesterol < 40 mg/dl 
HIPERTRIGLICERIDEMIA Triglicéridos > 180 mg/dl 
HIPERGLUCEMIA Glucosa ayunas: 90-120 mg/dl 
Post pandrial: 130-160 mg/dl 
HIPERTENSION ARTERIAL 140 / 90 mm Hg 
ESTATUS  de FUMADOR  nº cigarillos/día:0 (0) 
 nº cigarillos/día:1-10 (1) 
 nº cigarillos:10-20 (2) 
ALCOHOL Ingesta:<40 g/día (+) 
 40-80 g/día (++) 
 >80 g/día (+++) 
 
Tabla 4.5-I  Criterios establecidos para considerar determinadas situaciones 
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Aplicada la carta de riesgo coronario, los individuos participantes en el estudio 
quedaron clasificados en los siguientes tres grupos, de forma que: 
? Grupo 0 (G0): Incluye aquellos sujetos sin ningún factor de riesgo vascular 
? Grupo 1 (G1): Incluye los sujetos con factores de riesgo vascular moderado ( 
> 10%) y que no presentan enfermedad 
? Grupo 2 (G2): Incluye los sujetos con enfermedad aterosclerótica declarada  
 
Figura 4.5-1   Tablas de la Task Force para el cálculo de riesgo vascular331 
Donde: 
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4.6 ESTUDIO BIOQUÍMICO 
 
Tras doce horas de ayuno, se extrae sangre venosa por punción. El suero obtenido 
por centrifugación, se alicuota. Una de las alícuotas se envía al laboratorio de 
Bioquímica con el fin de evaluar factores de riesgo vascular causales y 
condicionales. Para ello se realiza la medición de colesterol total, colesterol-HDL, 
colesterol-LDL, triglicéridos y glucosa en el analizador Roche/Hitachi MODULAR 
ANALYTICS SWA, Roche Diagnostics S.L., Barcelona, España.  
 Otra alícuota se  congela a –70ºC para posibles comprobaciones y análisis 
posteriores si fuera necesario.  
 
4.7 MEDICIÓN DE HOMOCISTEÍNA POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 
DE ALTA RESOLUCIÓN  
 
La cuantificación de los niveles de homocisteína total en plasma, se realiza mediante 
un procedimiento analítico de cromatografía líquida de alta resolución, utilizando 
reactivos BioRad adaptado y estandarizado en el laboratorio. Las condiciones 
cromatográficas son:  
? Cromatógrafo Kontron  (bomba , inyector automático, horno de columna) 
? Columna de fase  reversa C18 de 70mm x3.2 mm (BioRad: Cat. No. 195-
4076) 
? Detector fluorescente SF-25, Kontron (Em:385 nm y Ex:515 nm).  
? Fase móvil (BioRad: Cat.No. 195-4077), en un sistema isocrático con un 
flujo de 0.8 mil/min,  
La cuantificación de homocisteína total en plasma, requiere liberar previamente la 
fracción de homocisteína unida a proteínas, lo que se realiza mediante reducción con 
trialquilfosfina. Se utiliza un método con derivatización precolumna y añadiendo  
estándar interno.  
A 25 μl de calibrador (Cat No 195-4082), controles y plasmas, se añaden 50 μl de 
estándar interno (Cat.No.195-4084), 25 μl de trialquilfosfina (Cat.No.195-4081) y 
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25 μl de 4-(aminosulfonil)-7-fluorobenceno-2-oxa-1,3-diazol (ABD-F), como 
derivatizante (Cat.No.195-4079). Se incuba 5 min a 50ºC.  
Después de enfriar, se añaden 50 μl de tricloroacético, para precipitación de 
proteínas  y se centrifuga.  
20 μl del sobrenadante obtenido se inyectan en el cromatógrafo.  
El tiempo de desarrollo del cromatograma es de 5 min. Este sistema es capaz de 
separar glutation, cisteína (Cys), homocisteína (Hcy) y el dipéptido cisteína-glicina 
(Cys-Gly).  
El tiempo de retención de la Hcy es de 2.44 min. El estudio de imprecisión incluye 
controles (BioRad: Cat.No.195-4085) a dos niveles de concentración de tHcy 
(C1=9.8 y C2=33.0 μmol/L)  y se calculan  los %CV intra e interanálisis.  
Se realiza un test de paralelismo, para el cálculo de la inexactitud, preparando 
diluciones sucesivas (1:1) con fase móvil a partir del control alto (33.0 μmol/L).  
La concentración de tHcy de muestras y controles se calcula según la formula: 
[tHcy] muestra = Factor tHcy x  relación área pico (tHcy / IS) muestra  
 
    [Hcy] calibrador μmol/L 
 Factor tHcy = 
   relación área pico (tHcy / IS) calibrador  
 
 
4.8 MEDICIÓN DE PROTEÍNA C REACTIVA POR ELISA 
 
La cuantificación de los niveles de proteína C reactiva (PCR), se lleva a cabo 
mediante un enzimoinmunoanálisis sensible tipo “sandwich” (DRG: ref cat EIA-
1952), sobre microplaca recubierta con anticuerpo anti-PCR, siguiendo 
instrucciones del fabricante. 
Para ello se prepara una curva de calibración con 5 estándares prediluidos 1/10, en 
un intervalo de concentración de 1,62-25μg/ml y un blanco de reacción.      
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En la microplaca se pipetean por duplicado 10 μl de los estándares previamente 
diluidos 1:100, asi como 10 μL de las muestras de pacientes diluidas 1:1000. Como 
control interno del ensayo se incluyen muestras de concentración conocida. Se 
incuba 30 minutos a Tª ambiente, de forma que la PCR presente en las muestras, 
queda unida a la placa formando el complejo antígeno-anticuerpo. Tras el lavado de 
la microplaca para eliminar las proteínas no unidas, el complejo antígeno anticuerpo 
formado se incuba durante 30 minutos a Tª ambiente, con un segundo anticuerpo 
conjugado con peroxidasa.  
El conjugado no unido se elimina mediante un segundo lavado de la microplaca y se 
añade la solución substrato que contiene tetrametilbenzidina y peróxido de 
hidrógeno, de forma que tras una incubación de 10 minutos a Tª ambiente, se 
desarrolla color azul, proporcional a la cantidad de inmuno complejo unido. La 
reacción se para añadiendo H2SO4 2N. La lectura de la absorbancia producida se 
lleva a cabo a 450nm. El cálculo de la concentración de RCP en las muestras se 
realiza por interpolación en la curva estándar obtenida, considerando las diluiciones 
realizadas.   
 
4.9 AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES  
 
El aislamiento de leucocitos polimorfonucleares neutrófilos se realiza mediante un 
procedimiento de separación en gradiente. El proceso se realiza  en condiciones de 
esterilidad, manipulando las muestras  en campana de flujo laminar. Todos los 
materiales empleados deben ser debidamente tratados para evitar posibles 
degradaciones debidas a proteasas. Para ello, en tubos de centrífuga estériles 
(NUNC), se añaden 3,5 mL de Polymophprep™ (NYCOMED: ref LYS 3702), con 
una σ= 1,113+0,001 g/ml a 20ºC, sobre el que se depositan lentamente 5 ml de 
sangre. La preparación se centrifuga a 450-500 g durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Después de esta centrifugación, los elementos formes de la sangre se 
separan  por gradiente, quedando los eritrocitos en el fondo y, por encima de ellos, 
dos bandas más claras.  




Figura 4.9-1   Ejemplo de extracción de leucocitos polimorfonucleares neutrófilos 
 
La banda inferior corresponde a los PMNs (Fig. 4.9-1), que se recoge y se deposita 
sobre una solución tampón fosfato PBS,  (17.11 mM NaCl, 0.335 mM KCl, 0.44 mM 
KH2PO4, 1.016 mM Na2HPO4  pH=7,2 ), y se vuelve a centrifugar a 400g durante 5 
min. El precipitado obtenido con los PMNs se resuspende en 100 μL de tampón de 
ruptura RIPA (Tris-HCl 50mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Nonidet P40 1%, deoxicolato 
de sodio 0,5%, SDS 0,1%) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(PMSF 1 mM, ortovanadato sódico 1 mM, leupeptina 10 μg/ml, aprotinina 10 μg/ml 
y pepstatina 10 μg/ml).  Para la obtención de la fracción soluble, los lisados 
celulares se homogenizan mediante 40 pases de homogenizador Kontes y se 
centrifugan a 12000 g durante 15 minutos a 4+ 2ºC. Se recoge el sobrenadante y se 
guarda a -70ºC hasta su posterior procesamiento. Para determinar la viabilidad de 
los PMNs, se emplea el test de exclusión del azul tripán.  
 
Figura 4.9-2   Ejemplo de extensión de leucocitos polimorfonucleares neutrófilos (PMNs) 
 
PMN 
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El contenido en proteínas de la fracción soluble se valora por el método de 
microensayo de Lowry, utilizando el kit comercial para valoración de proteínas 
BioRad. La curva de calibración se prepara a partir de una solución de albúmina en 
un intervalo de 0-10 μg/ml. Las muestras de PMNs se diluyen hasta una conseguir 
una concentración proteica constante de 20 μg/100 μL 
 
4.10 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS HSP70 LEUCOCITARIAS y 
SÉRICAS 
 
La cuantificación de los niveles de Hsp70 leucocitarias y séricas se realiza mediante 
un enzimoinmunoanálisis tipo “sandwich” comercial (Stressgen, StressXpress™  
EKS-700, Hsp70 ELISA Kit), en microplaca recubierta de anticuerpo monoclonal 
anti-Hsp70, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
Se prepara una curva de calibración con 5 puntos, partiendo de un estándar de 
[Hsp70] = 10 μg/mL, obteniendo un intervalo de 0,78-50 ng/mL, así como un 
blanco de reacción. Se pipetean por duplicado 100 µl de los estándares, muestras de 
suero (diluidas 1:5) y muestras de PMNs diluidas a un contenido proteico de 20 
μg/100 μL. La Hsp70 circulante se une al anticuerpo monoclonal formando un 
complejo que queda fijado a la microplaca. La adición de anticuerpos policlonales 
de conejo específicos contra estas proteínas y un sustrato de tetrametilbenzidina 
genera un color azul de intensidad proporcional a la cantidad de Hsp70 de cada 
muestra. La reacción se para añadiendo H2SO4 2N. La intensidad de color 
producido, se lee a una longitud de onda de 450 nm (referencia 540-570 nm). La 
concentración de Hsp70 de las muestras, expresada en ng/ml, se obtiene por 
interpolación en la curva estándar bilogarítmica, de las absorbancias obtenidas en las 
muestras desconocidas.  
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4.11 CUANTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS Anti-HSP70 CIRCULANTES 
 
La cuantificación de los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 en suero se realiza 
mediante un enzimoinmunoanálisis comercial (Stressgen, StressXpress™ , EKS-
750, Anti-Human Hsp70 (IgG/IgM/IgA) ELISA Kit), en microplaca recubierta de 
Hsp70 humana recombinante, capturando los anticuerpos anti-HSP70 presentes en 
el suero. La detección de los anticuerpos anti-HSP70 capturados, se realiza mediante 
la adición de un anticuerpo policlonal específico para IgG, IgA y IgM, conjugado 
con peroxidasa (Anti-Human GAM-HRP Conjugate). El ensayo se desarrolla 
utilizando un sustrato de tetrametilbenzidina (TMB) que produce un color azul, 
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-HSP70 capturados. El desarrollo del 
color se para añadiendo solución ácida, lo que da lugar a un color final amarillo.  
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, se prepara una curva de calibración 
con 6 puntos, partiendo de un estándar de Anti-HSP70 de concentración 10μg/mL 
proporcionado por el fabricante, obteniendo un intervalo de 31,25-1000 ng/mL, así 
como un blanco de reacción. Se pipetan por duplicado 100 µL de los estándares y 
muestras de suero (diluidas 1:1000) y se incuba 2 horas a Tª ambiente. Tras un 
lavado de la microplaca, se añaden 100 µL del anticuerpo policlonal específico de 
IgA, IgG, IgM conjugado con peroxidasa y se incuba de nuevo 1 hora a Tª ambiente. 
Se lava y se añaden 100 µL del sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y se incuba 
durante 15 minutos en oscuridad, y se para la reacción por adición de H2SO4 2N. La 
medida de la absorbancia producida se realiza a 450 nm (referencia 540-570 nm). La 
concentración de anticuerpos anti-Hsp70i de las muestras, expresada en μg/mL, se 
obtiene por interpolación en la curva estándar, de las absorbancias obtenidas en las 
muestras desconocidas.  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 88
4.12 CUANTIFICACIÓN  DE ANTICUERPOS Anti-HSP60 CIRCULANTES 
 
   
La cuantificación de los niveles de anticuerpos anti-Hsp60 en suero se realiza 
mediante un enzimoinmunoanálisis comercial (Stressgen, StressXpress™ Anti-
Human Hsp60 (total) ELISA Kit), en microplaca recubierta de Hsp60 humana 
recombinante, capturando los anticuerpos anti-HSP60 presentes en el suero. Los 
anticuerpos anti-Hsp60 capturados, se detectan añadiendo un anticuerpo policlonal 
específico para IgG, IgA y IgM, conjugado con peroxidasa (Anti-Human GAM-
HRP Conjugate). El ensayo se desarrolla utilizando un sustrato de 
tetrametilbenzidina (TMB) que produce un color azul, proporcional a la cantidad de 
anticuerpos anti-Hsp60 capturados. El desarrollo del color se para añadiendo ácido, 
dando un color final amarillo.  
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, se prepara una curva de calibración 
con 6 puntos, partiendo de un estándar de anticuerpo Anti-Hsp60 humano 
proporcionado por el fabricante de concentración 2,5μg/mL, obteniendo un intervalo 
de 7,81-250 ng/mL. Se prepara un blanco de reacción. Se pipetan por duplicado 100 
µL de los estándares y muestras de suero (diluidas 1:1000) y se incuba 2 horas a Tª 
ambiente. Tras un lavado de la microplaca, se añaden 100 µL del anticuerpo 
policlonal específico para IgA, IgG, IgM conjugado con peroxidasa y se incuba de 
nuevo 1 hora a Tª ambiente. Se lava y se añaden 100 µL del sustrato 
tetrametilbenzidina (TMB), se incuba durante 15 minutos en oscuridad, y se para la 
reacción por adición de H2SO4 2N. La medida de la absorbancia producida se realiza 
a 450 nm (referencia 540-570 nm). La concentración de anticuerpos anti-HSP60 de 
las muestras, expresada en μg/mL, se obtiene por interpolación en la curva estándar, 
de las absorbancias obtenidas en las muestras desconocidas.  
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4.13 EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE SANGRE y PMNs 
 
La extracción de ADN se realiza utilizando el Kit comercial “High pure PCR 
Template Preparation” (Roche. Cat.No. 11796828011), de acuerdo a las 
intrucciones del proveedor. Este reactivo está preparado para la extracción y 
purificación de ácidos nucleicos a partir de material de diferentes muestras. 
Básicamente se realiza: 1) una lisis celular mediante incubación con proteinasa K y 
tampón de lisis TL [guanidine-HCl 6M, urea 10mM, Tris-HCl 10 mM, Tritón X-100 
20% (v/v), pH 4,4 (25ºC)],  para inactivar nucleasas,  2) los ácidos nucleicos quedan 
unidos a la fibra de las columnas proporcionadas, 3) lavado y purificación de las 
columnas con objeto de eliminar sales, proteínas y otras impurezas celulares y 4) 
elución de los ácidos nucleicos purificados retenidos en la columna. 
En un tubo eppendorff se depositan 200 μL de sangre que se incuban con 40 μL de 
proteinasa K y 200 μL de tampón TL , durante 10 min a 72ºC.  
Se añaden 100 μL de isopropanol, se mezcla bien y se transfiere a un tubo con filtro 
y se centrifuga 1 minuto a 8.000 x g. Se deshecha el filtrado y sobre el contenido de 
ADN (retenido en el filtro), se añaden 500 μL de tampón inhibidor, [guanidine-HCl 
5M, Tris-HCl 20 mM, pH 6,6 (25ºC)], preparado con etanol para obtener la 
concentración final. Se centrifuga 1 minuto a 8.000 x g, procediendo de igual 
manera a lo descrito anteriormente.  Tras 2 lavados del filtrado, éste se  centrifuga 
durante 10 segundos a 13.000 x g para optimizar el rendimiento  de la extracción. 
Finalmente el filtrado se deposita sobre un nuevo tubo eppendorff de 1,5 mL, se 
añade 200 μL de tampón de elución previamente calentado a 70ºC y se centrifuga 1 
min a 8.000 x g. El ADN obtenido se congela  a – 40ºC hasta su uso. 
Se procede a la extracción de ADN de los PMNs, aislados y congelados a –70ºC, 
según se describe en el punto 4.9, utilizando el Kit High pure PCR template 
Preparation (Roche. Cat.No. 11 796 828 011), de acuerdo con el procedimiento 
descrito en este apartado. 
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La concentración final de ADN se determina espectrofotométricamente: en una 
cubeta de cuarzo de 1 ml de voumen, añadir 990 μl  de agua y 10 μl de la 
preparación de ADN genómico.  
                                                       DO260 x 100 x 50 
Concentración de ADN (μg / ml)  =  
                                                                    1000 
Las muestras se alicuotan y conservan a –80ºC. 
 
 
4.14 ESTUDIO MOLECULAR DEL POLIMORFISMO 677C>T DE LA   
MTHFR 
 
El polimorfismo involucra el cambio de una citosina (C) por timina (T) en la 
posición 677 (677C>T), en el exón 4 del gen. Esto se traduce en un cambio de 
alanina por valina en el aminoácido 222 de la proteína.  El estudio molecular se ha 




El procedimiento utilizado132,335 para la detección del polimorfismo 677C>T, 
requiere la amplificación por PCR de un fragmento del gen que codifica para la 
MTHFR, sobre el que se detecta la presencia o ausencia de un cambio de base. El 
cambio de una base C por T, genera un sitio de restricción para Hinf I. El fragmento 
estudiado tiene una longitud de 209 pb. 
Básicamente: 0.5-2.0 μg de ADN genómico se amplifica con 50 ng de los siguientes 
cebadores:   
(Forward) C677T (+):  5´TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3´  y  
(Reverse) C677T (-):   5´AGG-ACG-GTG-CGG-TGA-GAG-TG-3´  
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La PCR se lleva a cabo en un volumen final de 50 μL, preparada con la composición 
siguiente:   
? 5 μL de tampón TAE 10X ( Tris-HCl 10  mM,  pH 8.3)   
? 2.5 μL Cl2Mg 50mM,  
? 0.4 μL dNTPs 100mM,  
? 0.5 μL C677T (+),  
? 0.5 μL C677T (-),  
? 3.0 μL ADN,  
? 37.2 μL H2O desionizada  
? 0.5 μL TAQ Polimerasa (1.25 U)  
Las condiciones de PCR en termociclador i-Cycler de BioRad son:  
1) Desnaturalización inicial a 94ºC, 2 min.  
2) 40 ciclos de:  
? Desnaturalización: 94ºC, 30 seg.  
? Anillamiento: 62ºC, 30 seg. 
? Extensión: 72ºC, 30 seg. 
3) Extensión final: 72ºC, 10 min. 
4) Final mantenido a 4ºC  hasta retirar PCR 
La digestión del producto de PCR, se lleva a cabo con la enzima de restricción Hinf 
I . La PCR genera un producto de 198 pb, de forma que si existe la mutación tiene 
un sitio de restricción para Hinf I, originándose dos fragmentos de 175 pb y 23 pb. 
La electroforesis se realiza sobre gel de agarosa al 4%, y la visualización de las 
bandas se realiza con bromuro de etidio, identificando las bandas mediante  
transiluminador de UV. 
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4.14.2 PCR  A TIEMPO REAL  
 
Se realiza una PCR a tiempo real, con el sistema LightCycler (LC) de Roche 
Applied Science, en un termociclador de alta velocidad, que dispone de una cámara 
térmica en la que la temperatura de ciclación se alcanza rápidamente ya que el 
sistema utiliza aire, de forma que se produce una temperatura más homogénea que 
en un termociclador convencional y se logra una exactitud en la rampa de Tª  de + 
0,3ºC. El sistema permite variar 20ºC / segundo. 
La PCR se lleva a cabo en capilares de borosilicato con capacidad para 20 μl de 
muestra. El protocolo utilizado es el denominado FRET (Fluorescente Resonante 
Transfer), en el que un fluoróforo donante, excitado por luz externa (λ=530 nm), 
emite luz que es absorbida por un segundo fluoróforo próximo a él (aceptor), el cual 
emite luz  a una longitud de onda diferente del donante (λ=640 nm), siendo el 
sistema capaz de medir esta luz. El  protocolo se basa en la utilización de sondas de 
hibridación.  
 
       
Figura 4.14.2-1 Termociclador       Figura 4.14.2-2  
 
Básicamente, después del anillamiento de los cebadores al ADN desnaturalizado, se 
realiza la hibridación en el ADN de dos sondas distintas y próximas entre sí, de 
forma que una esté marcada en su extremo 3´ (flouróforo donante) y la otra esté 
marcada en su extremo 5´(fluoróforo aceptor), como muestra la figura 4.14.2-2.   
Una vez excitado el fluróformo donante, se produce la transferencia de luz, la 
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excitación del fluoróforo aceptor y la correspondiente emisión de luz que se recoge 
en un fotodiodo. La emisión de luz será directamente proporcional al número de 
ciclos de PCR y a la cantidad de ADN. El procedimiento permite monitorizar la 
amplificación en tiempo real y monitorizar los cambios en la temperatura de fusión 
de las sondas utilizadas si existe una mutación. Para ello una de las sondas utilizadas 
debe cubrir la zona en la que se encuentra la mutación. Si no existe mutación la 
sonda hibrida perfectamente y su temperatura de fusión será más alta que cuando 
exista la mutación, ya que al existir un desapareamiento la temperatura de fusión del 
híbrido formado es menor. Todas las reacciones se realizan en el mismo capilar sin 
necesidad de abrirlo, lo que disminuye el riesgo de contaminación.  
El análisis molecular se realiza utilizando la mezcla Roche FastStarPLUS Master, que 
contiene la Taq polimerasa, Mg2+ (Roche Cat: ) y el kit LihgtMix® human MTHFR 
C677T (TIB MOLBIOL Cat.-No. 40-0095-16) , que contiene los cebadores y 
sondas específicas de la mutación 677C>T . 
Se amplifica un fragmento de 233 pb y los fragmentos de PCR resultantes se 
analizan con sondas de hibridación marcadas con LightCycler® Red 640. La 
identificación de los distintos genotipos se realiza mediante el análisis de las curvas 
de fusión, en referencia a las TM específicas. El genotipo CC (WT) presenta una 
TM=63,0ºC, mientras que el genotipo TT (HM) presenta una TM=54,5ºC  
Brevemente, cada vial conteniendo las sondas y cebadores liofilizados, para 16 
reacciones, se reconstituye con 66  μL de H2O grado PCR y se mantienen a –20ºC 




Agua grado PCR 7,0 
Master Mix 4,0 
Cebadores y Sondas 4,0 
ADN 5,0 
  
Total 20 µl 
Tabla 4.14.2-I Componentes y volúmenes utilizados en la PCR a tiempo real 
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Así, en un tubo eppendorff se prepara el volumen necesario de la mezcla que 
contiene la Taq polimerasa, Cl2Mg, cebadores y sondas, completando con H2O, 
teniendo un volumen final de 15 μL por muestra, que se depositan en los capilares 
específicos del sistema LC, mantenidos a Tª de 0-4ºC. Sobre la mezcla de reacción, 
se pipetean 5 μL de ADN de muestras, control positivo (heterocigoto) y control 
negativo (H2O), para asegurar que no existan amplificaciones inespecíficas.  
La PCR se lleva a cabo en un volumen final de 20 μL, de acuerdo con el siguiente 
protocolo:   
 
Ciclo del Programa Desnaturalización 
Ciclos 1 
Temperatura Objetivo(ºC) 95 
Tiempo Incubación (seg) 600 
RatioTemperaturaTransicion (ºC/seg) 20 
Modo Adquisición  Ninguno 
 
Ciclo de Programa PCR- Amplificación 
Ciclos 45 
Modo análisis Cuantificación 
Temperatura Objetivo Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3 
Temperatura Objetivo (ºC) 95 55 72 
Tiempo Incubación (seg) 5 10 15 
RatioTemperatura Transicion (ºC/seg) 20.0 20.0 20.0 
Modo Adquisición None  Simple None 
 
Programa de Ciclos Fusión 
Ciclos 1 
Modo de Análisis Curvas de Fusión (Melting) 
Temperatura Objetivo Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3 
Temperatura Objetivo (ºC) 95 40 73 
Tiempo Incubación (seg) 20 20 0 
RatioTemperatura Transicion (ºC/seg) 20 20 0.2 
Modo Adquisición Ninguno Ninguno Continuo 
 
 
Programa de Ciclos Enfriar 
Ciclos 1 
 Modo Análisis Ninguno 
Temperatura Objetivo (ºC) 40 
Tiempo Incubation (seg) 30 
Ratio Temperatura Transición (ºC/seg) 20 
Modo de adquisición Ninguno 
 
El procedimiento de la PCR tiene una duración de 20-30 min. El análisis de las 
curvas de fusión se realiza tomando la derivada de la fluorescencia con respecto a la 
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temperatura, lo que permite identificar el genotipo homocigoto normal ó salvaje 
(wild type, WT), en el que se obtiene un solo pico a temperatura de fusión 
TM=63,0ºC, frente al genotipo homocigoto mutado (HM), para el que se obtiene un 
pico a TM= 54,5ºC. En el estado de heterocigoto se obtendrán dos curvas cuya TM 
corresponderán con los genotipos WT y HM. 
 
 
4.15 SECUENCIACIÓN DE LA REGIÓN REGULADORA DEL GEN hsp70i  
(HSPA1A, NT_007592) 
 
Se estudia la región flanqueante y el promotor del gen que codifica a la proteína de 
choque térmico 70kDa, perteneciente a la denominada familia 70 de proteínas de 
choque térmico. Localizado en el cromosoma 6, en la región de clase III del 
complejo mayor de histocompatibilidad, en un cluster relacionado con genes que 
codifican proteínas similares.  
 
4.15.1 Extracción de ADN de PMNs 
Se procede a la extracción de ADN de los PMNs, aislados y congelados a –70ºC de 
acuerdo al punto (4.12), utilizando el Kit High pure PCR template Preparation 
(Roche. Cat.No. 11 796 828 011), de acuerdo con el procedimiento descrito en el 
punto (4.9). 
La concentración final de ADN se determina espectrofotométricamente: en una 
cubeta de cuarzo de 1 ml de voumen, añadir 990μl  de agua y 10 μl de la 
preparación de DNA genómico.  
                                                       DO260 x 100 x 50 
Concentración de ADN (μg / ml)  =  
                                                                    1000 
Las muestras se alicuotan y conservan a –80ºC. 
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4.15.2 Amplificación de la región reguladora.  
Un fragmento de 1053 pb, que comprende el promotor, la región flanqueante 5’ del 
gen hsp70-1 y parte de la región codificante, se amplifica mediante PCR a partir del 
ADN genómico aislado de los PMNs de cada uno de los individuos sujetos a 
estudio. Dada la longitud del fragmento, éste se secuencia en dos fragmentos, y 
después se acoplan las dos subsecuencias obtenidas. Para ello se utilizan cebadores 
específicamente diseñados a partir de la secuencia publicada (GenBank, 
NT_007592), tal y como se recogen en la tabla 4.15.2-I, en la que se resumen las 
secuencias utilizadas y sus propiedades. Los cebadores se han diseñado para 
conseguir una temperatura de fusión o melting (TM) similar, de forma que el 
contenido de bases de adenina y timina (A+T) y de guanina y citosina (G+C) sea 
similar en todos los cebadores. 
El diseño de los cebadores permite obtener la secuencia completa del promotor, 
desde el nucleótido situado en posición 22641002 del gen, donde anilla el cebador 
forward 1, hasta el nucleótido en posición 22642055, donde anilla el cebador 
reverse 2D (R2D), de forma que queda comprendida la secuencia flanqueante y 
parte de la región codificante.  
 
Cebador Secuencia Propiedades 
F1: FORWARD 1 5’ACTGCACAACCGGGGTCCCC 3’ 
(Confirmado Blast) 
 
G+C: 14 (14*4 = 56) 
A+T : 6  (6*2 = 12) 
Temperatura melting (TM): 68º  
(PCR: Annealing, 64º) 
R1: REVERSE 1 
 
 




A+T : 6 
Temperatura melting (TM): 68º 
(PCR: Annealing, 64º) 
F2: FORWARD 2 
 
5’ GGCGGCACTCTGGCCTCTGA 3’ 
(Confirmado Blast) 
 
G+C : 14 
A + T : 6 
Temperatura melting (TM): 68º  
(PCR: Annealing, 64º) 
R2C: REVERSE 2C 
 
 





Temperatura melting (TM): 68º  
(PCR: Annealing, 64º) 
R2D: REVERSE 2D 
 
 





Temperatura melting (TM): 64º 
(PCR: Annealing, 64º) 
           
Tabla 4.15.2-I   Características de los cebadores utilizados para el estudio de las secuencias 
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? Con el cebador F1 se obtiene la secuencia de un fragmento de 483 pb, que 
alcanza desde el nucleótido en posición 22637357 hasta la posición 22637840 
del gen hsp70 que codifica la HSPA1A. 
? Con el  cebador R1 se obtiene la secuencia de un fragmento de 340 pb, que 
alcanza desde el nucleótido en posición 22637807 hasta la posición 22637360 
del gen hsp70 que codifica la HSPA1A. 
? Con el cebador F2 se obtiene la secuencia de un fragmento de 321 pb, que 
alcanza desde el nucleótido en posición 22637778 hasta la posición 22638099 
del gen hsp70 que codifica la HSPA1A. 
? Con el  cebador R2C se obtiene la secuencia de un fragmento de 320 pb, que 
alcanza desde el nucleótido en posición 22638035 hasta la posición 22637715 
del gen hsp70 que codifica la HSPA1A. 
? Con el cebador R2D se obtiene la secuencia de un fragmento de 1053 pb, que 
alcanza desde el nucleótido en posición 22641002 hasta la posición 22642055 
del gen hsp70 que codifica la HSPA1A. 
La PCR para la amplificación de los fragmentos correspondientes se lleva a cabo en 
un volumen final de 100 μl, siguiendo las instrucciones del kit High fidelity PCR 
Master, (Roche, ref 2-140-314), utilizando la “Master Mix” (Promega, ref M7502). 
Para ello, se pipetea en un tubo eppendorff 50 μl de la mezcla (master mix) que 
contiene la Taq polimerasa y Cl2Mg, 1 μl de cada uno de los cebadores, 7,35 μl de 
ADN (aprox 400ng) y se completa hasta 100 μl con H2O.  
La PCR se lleva a cabo según las condiciones siguientes: 
1) Desnaturalización inicial:  95ºC, 2 min,  
2) 40 ciclos de: 
? desnaturalización: 94ºC, 30 seg; 
? anillamiento: 62ºC, 30 seg;  
? extensión: 72ºC, 45 seg.  
3) extensión final 72ºC, 7 min,  
4) final mantenido a 4ºC hasta retirar PCR. 
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El producto amplificado se purifica utilizando el kit de purificación de productos de 
PCR (Roche): High Pure PCR Product Purification Kit (Ref 1 732 676). 
Una vez realizada la PCR, se cuantifican los productos amplificados aplicando una  
alícuota sobre un gel de agarosa al 0.6%, con patrones de pesos moleculares, que 
contienen una cantidad conocida de ADN. 
 
4.15.3 Secuenciación de los fragmentos amplificados  
La secuenciación automática se realiza en secuenciador de 16 capilares ABI PRISM 
3100 en la Unidad de Secuenciación del Hospital General Universitario “Gregorio 
Marañón. Se utiliza el método de Sanger336 de terminación de cadena, que se realiza 
mediante el kit comercial BigDye Terminador Sequencing (Applied Biosystems). 
 
Figura 4.15.3-1    Método de Sanger de secuenciación de ADN. Tomada de González de Buitrago336 
 
El procedimiento de secuenciación se basa en la realización de 4 incubaciones del 
fragmento de ADN molde con: Taq polimerasa, cebadores de secuencación, dNTPs, 
y los 4 desoxirribonucleósidos trifosfato (cebadores terminadores), marcados con 
compuestos fluorescentes diferentes, uno de los cuales se introduce en cada sistema 
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en forma de 2´,3´-didesoxirribonucleósido, de forma que la síntesis de la cadena se 
detiene cada vez que encuentra la base correspondiente, ya que no posee el grupo 
3´-OH. La incorporación de la base análoga se realiza al azar, de forma que en cada 
sistema se produce una mezcla de cadenas marcadas que terminan con el mismo 
nucleótido.  Los cebadores terminadores se marcan con los compuestos que se 
indican en la tabla. 
 
Terminador Colorante 
A Dicloro (R6G) 
C Dicloro (ROX) 
G Dicloro (R110) 
T Dicloro (TAMRA) 
 
Los productos obtenidos de las reacciones, se separan mediante una electroforesis en 
gel de poliacrilamida. Con un láser se dirige el rayo hacia un segmento horizontal de 
la parte inferior del gel, de forma que al pasar los distintos fragmento marcados se 
excitan y producen fluorescencia. La luz emitida se recoge en un detector con filtros 
a distintas longitudes de ondas. Cada uno de los nucleótidos se identifican por la 
fluorescencia asociada a su terminador. El orden de las moléculas fluorescentes, se 
convierte en una secuencia lineal de ADN y se almacena en un CD para su posterior 
análisis. 
 
4.15.4 Análisis de la secuencia  
Las secuencias obtenidas de los productos de PCR, se editan utilizando el software 
específico Chromas 2, adquirido a tal efecto. Este mismo software se usa para 
ensamblar las secuencias parciales resultantes de cada carrera, lo que permite 
determinar la secuencia completa del producto amplificado.  Las secuencias 
problema se comparan con la secuencia de la región genómica correspondiente 
publicada en GenBank (NT_007592) cuyo código de acceso es gi: 51465675. Los 
resultados de este análisis permiten identificar polimorfismos de un único 
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nucleótido (single nucleotide polimorphysms, SNPs) de las regiones reguladoras 
específicas que puedan asociarse a la morbilidad en la población general, en riesgo o 
afecta de aterosclerosis. 
 
4.16 CÁLCULO DE FRECUENCIA ALÉLICA DE LOS POLIMORFISMOS  
 
La frecuencia alélica relativa para los polimorfismos estudiados, se obtiene 
considerando los valores absolutos de los genotipos obtenidos en la población 
estudiada, dividiendo por el número total de observaciones, aplicando principios de 
la herencia monogénica. Así la frecuencia relativa de dos alelos N (Normal)  y M 
(Mutado) se calcula: 
     Nº Casos N/N x2 + Nº Casos N/M 
 Frecuencia alelo N (p) =                                                                       
      Nº Casos Total x 2 
 
     Nº CasosM/M x2 + Nº Casos N/M 
 Frecuencia alelo M (q) =                                                                       
      Nº Casos Total x 2 
 
La probabilidad de que un individuo tenga un genotipo determinado (esperado) en el 
locus NM, depende de la frecuencia de los alelos N y M, obteniendo la probabilidad 
para: 
 N/N = p x p ;  M/M = q x q;  N/M = (p x q) + (p x q) de forma que las 
frecuencias de las tres combinaciones alélicas será: p2+2pq+q2 
El hecho de que los genotipos se distribuyan en proporción a las frecuencias de 
alelos individuales en una población y permanezcan constantes de generación en 
generación constituye el principio básico de la genética poblacional (Ley de Hardy-
Weinberg). 
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4.17 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Para variables cuantitativas se realiza la comparación de medias para muestras 
independientes, mediante la prueba T, para un intervalo de confianza del 95%, con 
un valor de significación de p<0,05. En el caso de existir tres categorías, se lleva a 
cabo la comparación de medias con la prueba ANOVA de un factor, para 
comparaciones múltiples “post hoc”, con corrección de Bonferroni, para un nivel de 
significación de p<0,05 
Para variables cualitativas o variables cuantitativas con bajo tamaño muestral y dos 
categorías, se realiza la comparación de medias entre 2 muestras independientes  
mediante la prueba no paramétrica de U de Mann-Witney, para un intervalo de 
confianza del 95% y un nivel de significación de 0,05 (bilateral). En el caso de 
existir tres categorías se lleva a cabo la prueba para varias muestras independientes 
de H de Kruskal-Wallis. 
Se realizan correlaciones bivariadas para variables cuantitativas obteniéndose el 
coeficiente de correlación de Pearson, con prueba de significación bilateral, con 
nivel de significación de 0,05 (bilateral). 
Para variables cualitativas o cuantitativas de bajo tamaño muestral se realizan 
correlaciones no paramétricas bivariadas obteniéndose el coeficiente de 
correlación Rho de Spearman, con prueba de significación bilateral.  
Se calcula la razón de prevalencias mediante tablas de contingencia 2x2, obteniendo 
como estadísticos χ2 y el exacto de Fischer. Se realizan comparaciones logísticas.  
El análisis estadístico de los datos se realiza con el programa SPSS v:12.0 para 
Windows XP. 
 
4.18 MÉTODO BIBLIOGRÁFICO 
 
El material bibliográfico se obtuvo mediante consulta de bases de datos de acceso 
electrónico Proquest, Science Direct, Ovid, Blackwell, obtenidos mediante la 
búsqueda en PubMed. Ultima fecha de consulta abril de 2008. 
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4.19 INFORME DEL RESULTADO 
 
Sobre la base de los acuerdos alcanzados mediante el consentimiento informado, 
firmado por los participantes en el estudio, en el momento que se disponen de los 
resultados analíticos, se realiza un informe que se entrega al interesado en sobre 





















En este capítulo se presentan los resultados obtenidos, agrupados en los distintos apartados 
que se relacionan a continuación: 
? 5.1. Análisis descriptivo de la población estudiada. Se recoge: sexo y grupo de riesgo 
vascular. En tablas y gráficas se muestra la frecuencia y porcentaje de aparición. 
? 5.2. Estudio bioquímico. Se presentan los estadísticos descriptivos y la distribución de las 
variables analizadas, PCR, homocisteína, Hsp70 intracelular y sérica, y anticuerpos 
circulantes anti-Hsp70 y anti-Hsp60, de acuerdo al siguiente esquema: 
a) Población global 
b) Agrupado por sexo. Comparación entre grupos. Prueba T y U-Mann Whitney 
c) Por grupo de riesgo vascular. Comparación entre grupos. Prueba de Kruskal-
Wallis, ANOVA con análisis “post hoc” de Bonferroni de comparación de medias 
para muestras independientes  
? 5.3.  Estudio de la relación entre proteínas de choque térmico, homocisteína y PCR. Se 
realiza correlación bivariada y se obtiene el coeficiente Rho de Spearman. Las tablas 
recogen solo aquellas correlaciones que alcanzan nivel de significación estadística, así 
como las que se consideran de relevancia clínica. 
? 5.4. Estudio molecular del polimorfismo 677C>T del gen que codifica la MTHFR.  Se 
presenta, según el esquema anterior, la frecuencia de aparición y la distribución  del 
polimorfismo. 
? 5.5. Influencia del polimorfismo 677C>T en los niveles plasmáticos de homocisteína.  Se 
presentan la posible influencia del polimorfismo, siguiendo el mismo esquema de 
agrupación. 
? 5.6. Influencia del polimorfismo 677C>T sobre proteínas de choque térmico y anticuerpos 
anti-Hsps. Se presentan la posible influencia del polimorfismo, siguiendo el mismo 
esquema de agrupación. 
? 5.7. Estudio molecular de los polimorfismos de la región reguladora del gen hsp70.  
? 5.8. Influencia de los SNPs del promotor del gen hsp70 en los niveles de Hsps, tHcy y 
RCP 
? 5.9. Influencia de los SNPs del promotor del gen hsp70 en la relación entre Hsps, tHcy y 
RCP 
? 5.10. Relación entre Hsps y anticuerpos anti-Hsps en la aterosclerosis 
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? 5.11. Clasificación de individuos de acuerdo a la expresión de Hsp70. Se obtienen los 














































Esquema global de resultados 
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5.1 ANÁLISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACIÓN ESTUDIADA 
 
? DISTRIBUCIÓN POR SEXO 
 
Se incluye en el estudio una muestra de 115 sujetos, con una edad media de 48,57+6,77 (x + 
SD) años, seleccionados de forma aleatoria y estratificada por sexo, tal y como se describe en 
el apartado 4.1, cuya frecuencia y distribución se recoge en la  tabla 5.1-I y figura 5.1-1, en 




Sexo Frecuencia Porcentaje Edad s 
mujer 58 50,4 49,12 6,30
varón 57 49,6 48,00 7,22
Total 115 100,0 




Figura 5.1-1  Distribución de la edad, por sexo  
 
 
? DISTRIBUCIÓN POR GRUPO DE RIESGO VASCULAR 
 
Tras aplicar la carta de riesgo coronario Task Force (ver 4.5), los sujetos participantes en el 
estudio, quedaron distribuidos de la siguiente manera, tal y como se recoge en las tablas 5.1-II 
y 5.1-III. 
? En el G0, sin factores de riesgo vascular (NO FRV), se incluyen un total de 76 
individuos, de los que 44 (57.9%) son mujeres y 32 (42.1%) varones. 
? En el grupo G1, con factores de riesgo moderado (FRV Moderado), se incluyen un total 
de 29 sujetos,  9 de ellos mujeres (31.0%)  y 20 varones (69.0%),  
? En el grupo G2, con enfermedad declarada, quedaron incluidos 10 personas, 5 mujeres y 
5 varones. 
Grupo de Riesgo Frecuencia Porcentaje
G0 NO FRV 76 66,1
G1 FRV MODERADO 29 25,2
G2 ENFERMEDAD 10 8,7
 Total 115 100,0















La tabla 5.1-III y figura 5.1-1, recogen las frecuencias y distribución encontradas al agrupar 
por grupo de riesgo y sexo. Las diferencias de frecuencias con respecto al sexo encontradas 
entre los G0 y G1, son estadísticamente significativas (p=0,042), de forma que las mujeres se 
clasifican mayoritariamente en el grupo G0.    
 
Grupo de Riesgo Sexo Frecuencia Porcentaje Edad  s 
mujer 44 57,9 48,64 5,4 
varón 32 42,1 46,03 4,1 
G0 NO FRV 
Total 76 100,0  
mujer 9 31,0 51,78 5,8 
varón 20 69,0 49,60 10,2 
G1 FRV MODERADO
Total 29 100,0  
mujer 5 50,0 48,60 12,8 
varón 5 50,0 54,20 2,68 
G2 ENFERMEDAD 
Total 10 100,0  











Figura 5.1-1  Distribución  por grupo de riesgo vascular de la población analizada. (a) Sexo: mujer, (b) Sexo:varón,  
 
Los 5 pacientes y los 4 sujetos miembros de la familia incluidos en el estudio (ver 4.1), 
quedaron clasificados de la siguiente forma: 6 de ellos (4 mujeres y 2 varones) se incluyeron 












NO FRV FRV MODERADO ENFERMEDAD













NO FRV FRV MODERADO ENFERMEDAD

















5.2 ESTUDIO BIOQUÍMICO. VARIABLES ANALIZADAS (objetivo 3.1) 
 
? PROTEÍNA C REACTIVA (PCR) 
 
Las características analíticas del procedimiento utilizado para la medida de PCR, expresada en 
μg/mL, se resumen a continuación: 
Intervalo de medición (Linealidad) 1-25 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 1 
 Nivel I (5,2) Nivel II (48,3) 
Imprecisión intraserie (%CV) 5,1 6,8 
Imprecisión interserial (%CV) 14,3 11,6 
Valores de referencia P95 = 5 






   
          
  
 Figura 5.2-1   Curva Estándar obtenida en los ensayos para PCR 
 
 
a) Población Global 
PCR (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Población Global 115 ,01 52,22 4,52 7,76 3,372 0,000** 
 

















Figura 5.2-2    Distribución de los valores  de PCR obtenida en  la población analizada 
 
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores 
concentración de PCR obtenidos, NO se ajustan a una distribución normal (Z=3.372, 
p=0.000), presentando una concentración media de 4,52 μg/mL. 



















































R Sq Linear = 0,991
Curva Estándar RCP
Los resultados se obtienen por 
interpolación en la curva de 




b) Agrupado por Sexo 
PCR (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Sexo mujer 58 ,01 52,22 4,26 8,090 2,444 0,000** 
 varón 57 ,10 40,14 4,78 7,482 2,382 0,000** 
  




















  PCR 
U de Mann-Whitney 1544,000 
W de Wilcoxon 3255,000 
Z -,610 
Sig. asintót. (bilateral) ,542 





Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales ,189 ,664 -,360 113 ,719 -,52411 1,45391
 No se han asumido varianzas 
iguales   -,361 112,588 ,719 -,52411 1,45291
 
No se observan diferencias significativas para los niveles de PCR entre ambas poblaciones.














Std. Dev. = 8,09092
N = 58
Sexo: mujer









































 c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
PCR (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
G0 NO FRV 76 ,01 13,99 2,09 2,20 1,691 0,007**
G1 FRV MODERADO 29 ,26 52,22 7,41 11,05 1,654 0,008**
G2 ENFERMEDAD 10 1,17 40,14 14,58 12,41 0,588 0,879




















Sig. asintót. ,000 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 1702,942 2 851,471 18,439 ,005
Intra-grupos 5171,799 112 46,177   





     Comparaciones múltiples    Variable dependiente: PCR.      Bonferroni  
(I) Grupo (J) Grupo 
Diferencia de 
medias (I-J) Error típico Sig. 
Intervalo de confianza al 
95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO -5,32304(*) 1,48320 ,001 -8,9279 -1,7182
  G2=ENFERMEDAD -12,48708(*) 2,28588 ,000 -18,0429 -6,9313
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV 5,32304(*) 1,48320 ,001 1,7182 8,9279
  G2=ENFERMEDAD -7,16403(*) 2,49198 ,015 -13,2207 -1,1073
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV 12,48708(*) 2,28588 ,000 6,9313 18,0429
  G1=FRV MODERADO 7,16403(*) 2,49198 ,015 1,1073 13,2207
*La diferencia entre las medias es significativa al nivel 0.05 
 
La prueba KRUSKAL-WALLIS arroja diferencias estadísticamente significativas entre  
grupos (p=0,000). La U de Mann-Whitney muestra diferencias entre G0:G1 (p=0,001), G0:G2 
(p=0,000) y G1:G2 (p=0,047). La prueba ANOVA y el análisis de Bonferroni confirma las 
diferencias encontradas entre los grupos G0:G1 (p=0,001), G0:G2 (p=0,000) y G1:G2 
(p=0,015) 














Std. Dev. = 2,20419
N = 76
Grupo: NO FRV













Std. Dev. = 11,05209
N = 29
Grupo: FRV MODERADO













Std. Dev. = 12,41529
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 























Las características analíticas del procedimiento utilizado, para la medición de homocisteína 
total expresada en μmol/L, se resumen a continuación: 
Intervalo de medición (Linealidad) 1,2-40 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 1,2 
 Nivel I (9,8) Nivel II ( 38,5) 
Imprecisión intraserie (%CV) 6,7 4,2 
Imprecisión interserial (%CV) 8,6 7,5 
Valores de referencia Hombres Mujeres 
 P95 =14 P95=11 
 Tabla 5.2-V  Características analíticas 
 
El tiempo de desarrollo del cromatograma es de 5 min. Este sistema es capaz de separar 
glutation, cisteína (Cys), estándar interno (IS), homocisteína total (tHcy) y el dipéptido 
cisteína-glicina (Cys-Gly). El tiempo de retención de la Hcy es de 2.44 min. Para el estudio de 
inexactitud, se realizó un test de paralelismo, haciendo diluciones sucesivas (1:1) con fase 



































y = 1,0073x + 0,1144






0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
Obtenido Teórico Lineal (Obtenido) Lineal (Teórico)
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Para establecer los valores de referencia en nuestro laboratorio, se recogió muestra de sangre 
de forma anónima no relacionable, de un grupo control de 107 donantes sanos (53 varones y 
54 mujeres), con un rango de edad comprendido entre 18 y 64 años.  
 
Hcy (HPLC) Sexo N Mín. Máx. Media Mediana s Z de K-S P95 
 Mujer 54 2,78 16,86 6,36 5.68 2,36 1,466 11.10 
 Varón 53 4,08 18,95 8,27 8.10 2,91 1,737 13.37 
Tabla 5.2-VI  Estadística descriptiva de la concentración de homocisteína obtenida en  la población de donantes sanos para 
establecer valores de referencia 
 
El test de ajuste a la normalidad de Kolmogorov-Smirnov demuestra que la tHcy  no se ajusta  
a una distribución normal en ninguno de los grupos.  El valor de tHcy, por encima del cual se 
considera situación de hiperhomocisteinemia, quedó establecido como percentil 95, para cada 




a) Población Global 
Homocisteína (μmol/L) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Población global 115 4 36 8,46 3,669 1,753 0,004*




















Figura 5.2-5     Distribución de los valores  de homocisteína obtenida en  la población analizada 
 
 
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores 
concentración de homocisteína obtenidos NO se ajustan a una distribución normal (Z=1.753, 




























b) Agrupado por Sexo 
Homocisteína (μmol/L) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Sexo mujer 58 4 13 7,72 2,25 1,485 0,024*
 varón 57 5 36 9,21 4,59 1,703 0,006*



















  tHcy 
U de Mann-Whitney 1310,500 
W de Wilcoxon 3021,500 
Z -1,934 
Sig. asintót. (bilateral) ,053 




Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales 1,875 ,174 -2,209 113 ,029 -1,486 ,673
 No se han asumido varianzas 
iguales   -2,197 81,175 ,031 -1,486 ,677
 
Existen diferencias significativas para los niveles de homocisteína entre ambas poblaciones, 
con un  nivel de significación de p=0,053 y que se confirma con la prueba T de comparación 



















































c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
Homocisteína (μmol/L) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
G0 NO FRV 76 4 12 7,68 1,98 1,518 0,020*
G1 FRV MODERADO 29 4 36 9,76 5,87 1,499 0,022*
G2 ENFERMEDAD 10 6 18 10,60 3,80 0,515 0,953
















Sig. asintót. ,016 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 140,443 2 70,221 5,641 ,005
Intra-grupos 1394,131 112 12,448   
Total 1534,574 114    
 
       
Comparaciones múltiples      Variable dependiente: tHcy      Bonferroni 






Intervalo de confianza 
al 95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO -2,074(*) ,770 ,024 -3,95 -,20
  G2=ENFERMEDAD -2,916(*) 1,187 ,047 -5,80 -,03
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV 2,074(*) ,770 ,024 ,20 3,95
  G2=ENFERMEDAD -,841 1,294 1,000 -3,99 2,30
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV 2,916(*) 1,187 ,047 ,03 5,80
  G1=FRV MODERADO ,841 1,294 1,000 -2,30 3,99
*La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05. 
 
La prueba KRUSKAL-WALLIS arroja diferencias estadísticamente significativas entre 
grupos con nivel de significación (p=0,016). La prueba de Mann-Whitney demuestra las 
diferencias entre los grupos G0:G1 (p=0,056) y G0:G2 (p=0,014). El análisis de Bonferroni lo 
confirma (p=0,024 y p=0,047). 
































Std. Dev. = 5,878
N = 29
Grupo: FRV MODERADO















Std. Dev. = 3,806
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 












? Hsp70i EN POLIMORFONUCLEARES 
 
Las características analíticas del procedimiento utilizado para la medición de Hsp70i 
leucocitarias, expresadas en ng/mL, se resumen a continuación: 
Intervalo de medición (Linealidad) 0,78-50 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 0,40 
Imprecisión intraserie (%CV) <10% 
Imprecisión interserial (%CV) <10% 
Valores de referencia 0-64 














Figura 5.2-8   Curva estándar obtenida en los ensayos para Hsp70i en PMNs 
 
a) Población Global 
Hsp70i PMN 
(ng/μg proteína) N Mín. Máx. Media s Z de K-S 
Sig.asintót 
(bilateral) 
Población global 115 2,62 160,75 31,39 21,63 1,066 0,206















Figura 5.2-42    Distribución de los valores  de Hsp70i obtenida en  la población analizada 
  
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores 
concentración de Hsp70i en PMNs obtenidos se ajustan a una distribución normal (Z=1.066, 
p=0.206), presentando una concentración media de 31,39 ng/μg proteína. 























Los resultados se obtienen por 
interpolación en la curva de calibración 
incluida en cada uno de los ensayos 
realizados, expresado en ng/μg de proteína, 


















Curva estándar Hsp70 PMNs
R Sq Linear = 0,994
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b) Agrupado por sexo 
Hsp70i PMN 
(ng/μg proteína) N Mín. Máx. Media s Z de K-S 
Sig.asintót 
(bilateral) 
Sexo mujer 58 4,64 74,91 32,33 18,96 0,741 0,642
 varón 57 2,62 160,75 30,44 24,18 1,022 0,248

























U de Mann-Whitney 1477,500 
W de Wilcoxon 3130,500 
Z -,982 
Sig. asintót. (bilateral) ,326 






Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales ,006 ,941 ,468 113 ,641 1,89359 4,04911
 No se han asumido varianzas 
iguales   ,467 106,061 ,642 1,89359 4,05760
 
Aunque no existen diferencias significativas para los niveles de Hsp70i en PMN entre ambas 
poblaciones (p=0,641),  las mujeres presentan niveles más altos que los varones. 
 
 













Std. Dev. = 24,18866
N = 57
Sexo: varón b 

































c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
Hsp70i PMN 
(ng/μg proteína) N Mín. Máx. Media s Z de K-S 
Sig.asintót 
(bilateral)
G0 NO FRV 76 2,62 74,63 29,68 17,59 0,812 0,524
G1 FRV MODERADO 29 5,67 160,75 36,43 31,37 0,914 0,373
G2 ENFERMEDAD 10 7,92 54,28 29,82 13,32 0,504 0,961
 












Figura 5.2-10  Distribución de los valores Hsp70i por grupo riesgo vascular. Donde:(a) Grupo 0,  (b)Grupo 1, (c) Grupo 2 
 
Kruskal-Wallis Hsp70i PMN 
Chi-cuadrado ,371 
Gl 2 
Sig. asintót. ,831 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 985,288 2 492,644 1,053 ,352
Intra-grupos 52378,098 112 467,662   
Total 53363,385 114    
 
      Comparaciones múltiples 
      Variable dependiente: Hsp70i PMN 
      Bonferroni  





Intervalo de confianza al 
95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO -6,75569 4,72014 ,465 -18,2278 4,7165
  G2=ENFERMEDAD -,13679 7,27459 1,000 -17,8174 17,5439
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV 6,75569 4,72014 ,465 -4,7165 18,2278
  G2=ENFERMEDAD 6,61890 7,93047 1,000 -12,6559 25,8937
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV ,13679 7,27459 1,000 -17,5439 17,8174
  G1=FRV MODERADO -6,61890 7,93047 1,000 -25,8937 12,6559
 
El grupo de riesgo vascular G1, presenta los niveles más elevados de Hsp70 
intraleucocitarios. La prueba de KRUSKAL-WALLIS demuestra que no existen diferencias 
significativas entre los grupos. La prueba de ANOVA y el análisis de Bonferroni lo confirma. 














Std. Dev. = 17,59345
N = 76
Grupo: NO FRV
















Std. Dev. = 31,37694
N = 29
Grupo: FRV MODERADO















Std. Dev. = 13,32098
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 
















? Hsp70i EN SUERO 
 
Las características analíticas del procedimiento utilizado para la medición de las HSP séricas, 
expresadas en  ng/mL, se resumen a continuación: 
Intervalo de medición (Linealidad) 0,34-6,25 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 0,30 
Imprecisión intraserie (%CV) <10% 
Imprecisión interserial (%CV) <10% 
Valores de referencia P95 = 3,63 

















Figura 5.2-11   Curva estándar obtenida en los ensayos para Hsp70i en suero 
 
a) Población Global 
Hsp70i (ng/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Población Global 115 ,19 7,54 1,65 1,04 1,612 0,011*




















Figura 5.2-12   Distribución de los valores  de HSP70i sérica obtenida en  la población analizada 
 
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores 
concentración de Hsp70i en PMN obtenidos NO se ajustan a una distribución normal 
(Z=1.612, p=0.011), presentando una concentración media de 1,65 ng/mL. 















Std. Dev. = 1,04451








Los resultados se obtienen por 
interpolación en la curva de calibración 
incluida en cada uno de los ensayos 
realizados 
















Curva estándar Hsp70 Suero
R Sq Linear = 0,996
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b) Agrupado por Sexo 
Hsp70i (ng/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Sexo mujer 58 ,19 4,03 1,56 0,91 1,036 0,233 
 varón 57 ,33 7,54 1,75 1,16 1,378 0,045* 















Figura  5.2-13   Distribución de los valores  de Hsp70i sérica, agrupada por sexo. Donde: (a) mujer, (b) varón 
 
 
 Hsp70i suero 
U de Mann-Whitney 1507,500
W de Wilcoxon 3218,500
Z -,814
Sig. asintót. (bilateral) ,416






Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales ,150 ,699 -,944 113 ,347 -,18398 ,19490
 No se han asumido varianzas 
iguales   -,942 106,262 ,348 -,18398 ,19531
 
Aunque no existen diferencias significativas para los niveles de Hsp70i circulantes, entre 
ambas poblaciones (p= 0,347), los varones presentan niveles más altos que las mujeres. 
















Std. Dev. = 0,91511
N = 58
Sexo: mujer




































c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
Hsp70i (ng/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
G0 NO FRV 76 ,19 4,22 1,60 0,92 1,192 0,117
G1 FRV MODERADO 29 ,57 7,54 1,70 1,39 1,379 0,045*
G2 ENFERMEDAD 10 ,31 2,73 1,42 0,76 0,495 0,967
















Figura 5.2-14  Distribución de Hsp70i sérica, por grupo de riesgo vascular. Donde: (a) Grupo 0,  (b)Grupo 1, (c) Grupo 2 
 
Kruskal-Wallis Hsp70i suero 
Chi-cuadrado 1,124 
Gl 2 
Sig. asintót. ,570 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos ,599 2 ,299 ,271 ,763
Intra-grupos 123,776 112 1,105   
Total 124,375 114    
 
Comparaciones múltiples 
Variable dependiente: Hsp70i suero 
Bonferroni  






Intervalo de confianza 
al 95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO -,03024 ,22946 1,000 -,5879 ,5274
  G2=ENFERMEDAD ,24355 ,35363 1,000 -,6159 1,1030
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV ,03024 ,22946 1,000 -,5274 ,5879
  G2=ENFERMEDAD ,27379 ,38552 1,000 -,6632 1,2108
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV -,24355 ,35363 1,000 -1,1030 ,6159
  G1=FRV MODERADO -,27379 ,38552 1,000 -1,2108 ,6632
 
El grupo de riesgo vascular moderado G1, presenta los valores más altos, de importancia 
biológica relevante. La prueba KRUSKAL-WALLIS demuestra que no existen diferencias 
significativas entre los grupos. ANOVA y el análisis de Bonferroni lo confirma,  













Std. Dev. = 0,92309
N = 76
Grupo: NO FRV
















Std. Dev. = 1,39662
N = 29
Grupo: FRV MODERADO















Std. Dev. = 0,76408
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 


















? ANTICUERPOS anti-Hsp70i 
 
Las características analíticas del procedimiento utilizado para la determinación de los niveles 
de anticuerpos (Ac) anti-Hsp70i, expresados en  μg/mL, se resumen a continuación: 
Intervalo de Medición (Linealidad) 31,25-1000 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 6,79 
Imprecisión intraserie (%CV) <10% 
Imprecisión interserial (%CV) <10% 
Valores de referencia 255-1205 














Figura 5.2-15   Curva Estándar obtenida en los ensayos para anticuerpos anti-Hsp70i 
 
a) Población Global 
Ac. anti-Hsp70i (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S 
Sig.asintót 
(bilateral)
Población Global 115 201,53 1632,41 593,43 271,63 1,013 0,256


















Figura  5.2-16   Distribución de los valores  de anticuerpos anti-Hsp70i obtenida en  la población analizada 
  
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores de 
anticuerpos anti-Hsp70i obtenidos se ajustan a una distribución normal (Z=1.013, p=0,256), 
presentando una concentración media de 593,43 μg/mL. 









































R Sq Linear = 0,997
Curva Estándar Anticuerpos Anti-HSP70
Los resultados se obtienen por 
interpolación en la curva de calibración 




b) Agrupado por Sexo 
Ac. anti-Hsp70i (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S 
Sig.asintót 
(bilateral) 
Sexo mujer 58 201,53 1450,12 601,01 266,44 0,931 0,351
 varón 57 234,30 1632,41 585,72 278,98 0,835 0,488
























U de Mann-Whitney 1577,000
W de Wilcoxon 3230,000
Z -,425
Sig. asintót. (bilateral) ,671





Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales ,084 ,772 ,301 113 ,764 15,29292 50,86587
 No se han asumido varianzas 
iguales   ,301 112,546 ,764 15,29292 50,88639
 
No existen diferencias significativas para los niveles de anticuerpos anti-Hsp70i, entre ambas 
poblaciones (p= 0,764). 
 































Std. Dev. = 278,98182
N = 57



















 c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
Ac. anti-Hsp70i (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
G0 NO FRV 76 201,53 1358,05 599,00 262,26 0,860 0,450
G1 FRV MODERADO 29 234,30 1632,41 574,86 312,91 1,039 0,231
G2 ENFERMEDAD 10 267,91 1180,60 604,95 235,18 0,783 0,573













Figura 5.2-18  Distribución de los valores de anticuerpos anti-Hsp70i  obtenida por grupo de riesgo vascular.  





Sig. asintót. ,622 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 13683,137 2 6841,569 ,091 ,913
Intra-grupos 8398014,984 112 74982,277   
Total 8411698,121 114    
 
 
     Comparaciones múltiples 
    Variable dependiente: anticuerpos anti-Hsp70i 
    Bonferroni  
(I) Grupo (J) Grupo 
Diferencia 
de medias 
(I-J) Error típico Sig. 
Intervalo de confianza al 
95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO 24,13690 59,76792 1,000 -121,1272 169,4010
  G2=ENFERMEDAD -5,95424 92,11317 1,000 -229,8325 217,9240
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV -24,13690 59,76792 1,000 -169,4010 121,1272
  G2=ENFERMEDAD -30,09114 100,41824 1,000 -274,1546 213,9723
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV 5,95424 92,11317 1,000 -217,9240 229,8325
  G1=FRV MODERADO 30,09114 100,41824 1,000 -213,9723 274,1546
 
La prueba de KRUSKAL-WALLIS demuestra que no existen diferencias significativas entre 
los grupos. ANOVA y el análisis de Bonferroni lo confirma. 

































Std. Dev. = 312,91023
N = 29
Grupo: FRV MODERADO














Std. Dev. = 235,18953
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 

















? ANTICUERPOS anti-Hsp60 
 
Las características analíticas del procedimiento utilizado para la medición de la concentración 
de anticuerpos circulantes anti-HSP60, expresada en μg/mL, se resumen a continuación: 
Intervalo de Medición (Linealidad) 7,81-250 
Límite de detección ([ ] mínima medible) 2,88 
Imprecisión intraserie (%CV) <10% 
Imprecisión interserial (%CV) <10% 
Valores de referencia P95 = 168 













Figura 5.2-19   Curva Estándar obtenida en los ensayos para anticuerpos anti-HSP60 
a) Población Global 
Ac. anti-Hsp60 (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Población Global 115 10,01 346,50 61,44 59,31 2,207 0,000**











Figura 5.2-20    Distribución de los valores  de anticuerpos anti-HSP60  obtenida en  la población analizada 
 
 
Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores 
concentración de anticuerpos anti-Hsp60 obtenidos, NO se ajustan a una distribución normal 
(Z=2.207, p=0,000), y presenta una concentración media de 61,44 μg/mL. 




























Los resultados se obtienen por  interpolación 
en la curva de calibración incluida en cada 
uno de los ensayos realizados.  
 

















R Sq Linear = 0,986
Curva Estándar Anticuerpos Anti-Hsp60
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b) Agrupado por sexo 
Ac. anti-Hsp60 (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
Sexo mujer 58 10,01 346,50 66,97 61,75 1,447 0,030*
 varón 57 13,78 308,55 55,80 56,71 1,973 0,001**














Figura 5.2-21   Distribución de los valores de anticuerpos anti-Hsp60  obtenida, agrupado por sexo.  




U de Mann-Whitney 1374,000 
W de Wilcoxon 3027,000 
Z -1,561 
Sig. asintót. (bilateral) ,119 




Levene para la 
igualdad de 
varianzas 
Prueba T comparación de 
muestras independientes para la 












Se han asumido varianzas iguales ,539 ,464 1,009 113 ,315 11,16641 11,06268
 No se han asumido varianzas 
iguales   1,010 112,489 ,315 11,16641 11,05444
 
 
Se observa que el grupo de mujeres preenta valores mayores que el grupo de varones. U de 
Mann Whitney demuestra que NO existen diferencias significativas para los niveles de 
anticuerpos anti-Hsp60, entre ambas poblaciones (p= 0,119). 













Std. Dev. = 61,75869
N = 58
Sexo: mujer














Std. Dev. = 56,71915
N = 57






















c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
Ac. Anti-Hsp60 (μg/mL) N Mín. Máx. Media s Z de K-S Sig.asintót (bilateral) 
G0 NO FRV 76 10,01 346,50 69,41 68,26 1,712 0,006**
G1 FRV MODERADO 29 11,15 155,57 47,42 36,05 1,378 0,045**
G2 ENFERMEDAD 10 23,67 54,42 41,43 9,05 0,470 0,980











Figura 5.2-22   Distribución de  valores de anticuerpos anti-Hsp60 por grupo de riesgo vascular.  





Sig. asintót. ,216 







cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 14537,917 2 7268,958 2,106 ,127
Intra-grupos 386607,842 112 3451,856   
Total 401145,759 114    
 
     Comparaciones múltiples 
     Variable dependiente: anticuerpos anti-Hsp60 
     Bonferroni  





Intervalo de confianza 
al 95% 





G0=NO FRV G1=FRV MODERADO 21,99263 12,82375 ,267 -9,1751 53,1604
  G2=ENFERMEDAD 27,98987 19,76372 ,478 -20,0453 76,0250
G1=FRV MODERADO G0=NO FRV -21,99263 12,82375 ,267 -53,1604 9,1751
  G2=ENFERMEDAD 5,99724 21,54565 1,000 -46,3688 58,3633
G2=ENFERMEDAD G0=NO FRV -27,98987 19,76372 ,478 -76,0250 20,0453
  G1=FRV MODERADO -5,99724 21,54565 1,000 -58,3633 46,3688
 
Se observa que el G2 presenta los niveles más bajos. La prueba de KRUSKAL-WALLIS 
arroja diferencias próximas a la significación estadística (p=0,216). La U de Mann-Whitney 
demuestra que las diferencias se producen entre G0:G1 (p=0,091) .La prueba ANOVA 
(p=0,127) confirma lo anterior. 















Std. Dev. = 68,26109
N = 76
Grupo: NO FRV
















Std. Dev. = 36,05608
N = 29
Grupo: FRV MODERADO














Std. Dev. = 9,05841
N = 10
Grupo: ENFERMEDADa b c 





















5.3 RELACIÓN ENTRE PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO (Hsps y 
ANTICUERPOS anti-Hsps), HOMOCISTEÍNA y PROTEÍNA C REACTIVA 
(objetivo 3.1)  
 
 
En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el análisis de correlaciones no 
paramétricas entre Hsps, tHcy y RCP siguiendo el mismo esquema de agrupación. Solo se 
presentan aquellas correlaciones que alcanzan significación estadística, así como las que 
podrían ser de interés biológico.   
a) Población Global 
 
  Rho de Spearman tHcy 
AntiHsp70 Coeficiente de correlación ,166
  Sig. (bilateral) ,076
  N 115
PCR Coeficiente de correlación ,283**
 Sig. (bilateral) ,002
 N 115
** La correlación es significativa al nivel 0,01(bilateral) 
 

















Figura 5.3-1  a).- Correlación entre anticuerpos anti-Hsp70 y [tHcy]  y b).- correlación entre [tHcy] y [PCR] 
 
Analizada la población global, se demuestra que no existe correlación entre los niveles de 
tHcy y [Hsp70i] intraleucocitaria, ni sérica.  
Existe una correlación directa, próxima a la significación estadística entre [tHcy] y 
anticuerpos [anti-Hsp70] circulantes (p=0,076) y correlación positiva significativa entre 
[tHcy] y [PCR] 


























b) Agrupado por Sexo 
 
Se realiza correlación bivariada para estudio de la posible relación entre las proteínas de 
choque térmico (Hsp70i intraleucocitaria y sérica, y niveles de anticuerpos circulantes anti-
Hsp70 y anti-Hsp60) con  homocisteína y PCR,  agrupado por sexo.   
  Rho de Spearman tHcy 
PCR Coeficiente de correlación ,347**
 Sig. (bilateral) ,008
 N 58
** La correlación es significativa al nivel 0,01(bilateral) 
 













Figura 5.3-2  .- Correlación entre [tHcy] y [PCR] 
 
El análisis demuestra que no existe correlación entre [Hsp70i] intraleucocitarias, séricas con 
homocisteína ni con PCR, en ninguno de los dos grupos. 
Sin embargo en el grupo de mujeres, se demuestra correlación positiva estadísticamente 
significativa (p=0,008) entre los niveles PCR y tHcy. 
 















c)  Por Grupo de Riesgo Vascular 
Se realiza correlación bivariada entre los niveles de Hsp70i intraleucocitaria, sérica,  niveles 
de anticuerpos circulantes anti-Hsp70, anti-Hsp60, tHcy y PCR en la población agrupada por 
riesgo vascular. Se obtiene el coeficiente Rho de Spearman. Se presentan las tablas de los 
grupos con significación estadística 
 
 G1=FRV MODERADO   G0= No FRV  
 Rho de Spearman tHcy  Rho de Spearman tHcy 
AntiHsp70 Coeficiente de correlación ,522(**) PCR Coeficiente de correlación ,263(*) 
  Sig. (bilateral) ,004  Sig. (bilateral) ,022 
  N 29  N 76 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral).*  La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
 















Figura 5.3-2  -a.-Correlación obtenida entre [tHcy] y [anti-HSP70], en G1 
               b.- Correlación obtenida entre [tHcy] y [anti-HSP70], en G1 
 
Analizada la población por factores de riesgo vascular, se observa que en el G1 existe 
correlación  positiva (p=0,004) entre los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes y tHcy, 
especialmente en el grupo de los varones (,558*, p=0,011, n=20). En el grupo sin factores de 
riesgo (G0) se demuestra correlación positiva (p=0,022) entre los niveles de tHcy y PCR, a 











R Sq Linear = 0,127
p=0,004 










R Sq Linear = 0,033
a b p=0,022 
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5.4 ESTUDIO MOLECULAR DEL POLIMORFISMO 677C>T DEL GEN QUE 
CODIFICA LA METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR) 
(objetivo 3.2)  
 
Figura 5.4-1   Secuencia del gen que codifica la enzima MTHFR publicada en el GenBank 
RESULTADOS 
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El gen que codifica la MTHFR, se encuentra en la región 1p.36.3, del  brazo corto del 
cromosoma 1, con código de acceso al GenBank gi:40254828 (Desde feb-2008 nuevo 
código gi: 87239999) 
 
La secuencia salvaje se muestra ampliada en la figura siguiente. El polimorfismo 677C>T, 
señalado como dbSNP:1801133 (rs1801133), convierte el triplete GCC que codifica para 
alanina, en GTC, que codifica para valina, dando lugar al cambio Ala?Val en el aminoácido 
222 de la proteína. 
 
 
Una vez realizada la PCR, el producto obtenido (209pb) se digiere con la enzima de 
restricción Hind I. Los fragmentos obtenidos, una vez realizada la electroforesis sobre gel de 
agarosa al 6%, se visualizan por UV, mediante un transiluminador, tal como muestra la figura. 
 
 
Figura 5.4-2 Gel de agarosa(4%) que contiene la digestión con HinfI. Donde:PM= Escalera de pares de bases, C+= 
Control positivo heterocigoto, WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto, HM=homocigoto mutado 






















La relización de la PCR a tiempo real confirma los resultados. Las figuras muestran las curvas 
de fusión obtenidas para los controles positivos (C+:heterocigoto) y control negativo,  
incluidos en todas las PCR realizadas, así como una serie de muestras incluidas. 
Figura 5.4-3  Curva de Fusión obtenida para el Control+y C-        Figura 5.4-4  Análisis F2/F1 de los fragmentos 
 
Figura 5.4-5  Curvas de fusión obtenidas para muestras y       Figura 5.4-6   Análisis F2/F1de los fragmentos 
controles  
 
Las características analíticas del procedimiento molecular se resumen en la tabla 5.4-I. El 
límite de detección del procedimiento para PCR es de 1,34 ng/μL de ADN.  
 
Intraserie 
 Tª Ref  Media s %CV 
Tª  Melting (ºC): TM (WT) 63,0 63,83 0,15 0,23 
Tª  Melting (ºC): TM (HM) 54,5 55,78 0,23 0,41 
Interserial 
   Media s %CV 
Tª  Melting (ºC): TM (WT) 63,0 64,39 0,52 0,81 
Tª  Melting (ºC): TM (HM) 54,5 56,13 0,61 1,08 


















a) Población Global 
 
MTHFR: 677C>T Frecuencia % 
WT Genotipo: CC 42 36,5
HT : CT 51 44,3
HM : TT 22 19,1
Total  115 100,0
          Tabla 5.4-II   Frecuencia  encontrada  del SNP 677 C> T  
      Donde:WT=homocigoto normal (wild type)  
    HT=heterocigoto 
   HM=homocigoto mutado 
 
 
Figura 5.4-7  Frecuencia de aparición de los distintos genotipos  
 
  
El 44,3% de la población analizada, presenta el polimorfismo en heterocigosis, porcentaje 
superior al observado para el estado salvaje homocigoto normal (genotipo CC, wild type), 
que se presenta en el 36,5% de la población. En las tablas 5.4-III y 5.4-IV, se recogen las 
frecuencias y distribución alélicas observadas, así como la distribución de los genotipos   
y relación entre genotipo observado / esperado.  
  
 Frecuencia alélica Distribución alélica 
Nº Casos p(C) q(T) C (CC+CT) T (CT+TT) 
115 0,58 0,42 135(58,69%) 95(41,30%) 
 
Tabla 5.4-III   Frecuencia y Distribución alélica para C y T  
 
 
 Genotipo Observado/Esperado 
Nº Casos CC CT TT CC CT TT 
115 42 51 22 1,0 0,9 1,0 
 
Tabla 5.4-IV  Distribución de genotipos MTHFR y Equilibrio Hardy-Weinberg  
 


















b) Agrupado por sexo 
 
MTHFR: 677C>T Nº Casos % 
mujer WT 23 39,7 
 HT 25 43,1 
 HM 10 17,2 
Sexo 
 Total 58 100,0 
varón WT 19 33,3 
 HT 26 45,6 
 HM 12 21,1 
 
 Total 57 100,0 
          Tabla 5.4-V   Frecuencia  encontrada  del SNP 677 C> T  
Donde:    WT=homocigoto normal (wild type) 
                                                                                         HT=heterocigoto 








         Figura 5.4-8  Frecuencias de genotipos, por sexo 
 
 
En las tablas 5.4-VI y 5.4-VII, se recogen las frecuencias y distribución alélicas 
observadas, así como la distribución de los genotipos  y relación entre genotipo observado 
/ esperado.  
 Frecuencia Alélica Distribución Alélica 
 p(C) q(T) C (CC+CT) T (CT+TT) 
Mujeres   0,61 0,39 71(61,20%) 45(38,79%) 
Varones 0,56 0,44 64(56,14%) 50(43,85%) 
Tabla 5.4-VI   Frecuencia y Distribución alélica para C y T , agrupado por sexo 
 
  Genotipo Observado/Esperado 
 Nº Casos CC CT TT CC CT TT 
Mujeres 58 23 25 10 1,06 0,90 1,13 
Varones 57 19 26 12 1,06 0,92 1,08 
Tabla 5.4-VII  Distribución de genotipos MTHFR y Equilibrio Hardy-Weinberg, agrupado por sexo 
 
Al analizar la frecuencia de aparición del polimorfismo, se observa que el 21,1% de los 
varones son homocigotos mutados (HM), frente al 17,2% del grupo de mujeres, aunque la 
diferencia no alcanza significación estadística (p=0,389). 
 








en el punto 
Chi-cuadrado de Pearson ,270b 1 ,603 ,642    
Correción por continuidada ,080 1 ,778   
Razón de verosimilitud ,270 1 ,603 ,642    
Estadístico exacto de Fisher    ,642 ,389   
Asociación lineal por lineal ,268c 1 ,456 ,523 ,389 ,164
N de casos válidos 115       
(a)  Calculado sólo para una tabla de 2x2. b) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 





















c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
 
MTHFR: 677C?T Nº Casos % 
WT  29 38,2
HT 37 48,7
HM 10 13,2












 Tabla 5.4-VIII   Frecuencia  encontrada  del SNP 677 C> T  




Las tablas 5.4-IX y 5.4-X, recogen las frecuencias y distribución alélicas observadas, así 
como la distribución de los genotipos y relación entre genotipo observado / esperado.  
 Frecuencia Alélica Distribución Alélica 
 p(C) q(T) C (CC+CT) T (CT+TT) 
G0=NO FRV 0,62 0,38 95(62,50%) 57(37,50%) 
G1=FRV MODERADO 0,51 0,49 30(51,72%) 28(48,27%) 
G2=ENFERMEDAD 0,50 0,50 10(50,0%) 10(50,0%) 
Tabla 5.4-IX   Frecuencia y Distribución alélica para C y T ,por grupo de riesgo vascular 
 
  Genotipo Observado/Esperado 
 Nº Casos CC CT TT CC CT TT 
G0=NO FRV 76 29 37 10 0,99 1,03 0,91 
G1=FRV MODERADO 29 10 10 9 1,32 0,69 1,29 
G2=ENFERMEDAD 10 3 4 3 1,20 0,80 1,20 
Tabla 5.4-X  Distribución de genotipos MTHFR y Equilibrio Hardy-Weinberg, por grupo de riesgo vascular 
 
Como se observa la frecuencia de aparición del genotipo TT es más alta en los grupos con 
factores de riesgo moderado y enfermedad (G1 y G2) que en el grupo sin factores de riesgo 
(G0), siendo esta diferencia estadísticamente significativa (χ2=5,167, p=0,027 y prueba exacta 
de Fisher  p=0,043).  








en el punto 
Chi-cuadrado de Pearson 5,167b 1 ,023 ,027 ,023   
Correción por continuidadª 4,092 1 ,043   
Razón de verosimilitud 4,935 1 ,026 ,043 ,023   
Estadístico exacto de Fisher    ,043 ,023   
Asociación lineal por lineal 5,122c 1 ,024 ,027 ,023 ,017
N de casos válidos 115       
(a) Calculado sólo para una tabal 2x2 b) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia mínima esperada es 
7,46 (c)  El estadístico tipificado es 2,263. 
 




















5.5 INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO 677C>T EN LOS NIVELES DE 
HOMOCISTEÍNA (objetivo 3.2) 
 
Se presenta en este punto la posible influencia de la presencia/ausencia del polimorfismo 





677C>T N Mín Máx Media s 
WT 42 5 13 8,17 2,083 
HT 51 4 18 7,86 2,592 
HM 22 5 36 10,41 6,602 
Tabla 5.5-I  Niveles de tHcy, agrupado por 677C>T. Donde: 




 Kruskal-Wallis tHcy 
Chi-cuadrado 3,778 
gl 2 
Sig. Asintót. ,151 
        Variable de agrupación: 677C>T 
 
Figura 5.5-1   Niveles de tHcy, agrupado por 677C>T  
 
 
Prueba de Mann-Whitney para 2 muestras independientes tHcy 
677C>T N Rango promedio Suma de rangos U de Mann-Whitney 405,000 
HT 51 33,94 1731,00 W de Wilcoxon 1731,000 
HM 22 44,09 970,00 Z -1,897 
Total 73    Sig. Asintót. (bilateral) ,058 
 a  Variable de agrupación: 677C>T       
 
 
Los sujetos HM para el polimorfismo 677C>T, presenta los niveles de homocisteína mas 
altos, mientras que el grupo de heterocigotos, presenta los niveles más bajos.  
Al comparar los grupos mediante la prueba de Kruskal-Wallis se demuestra la existencia de  
diferencias próximas a la significación estadística (p=0,151), que al aplicar la U de Mann-
Whitney, se demuestra que las diferencias (p=0,058) se producen entre los grupos HT y HM 
para la 677C>T. La prueba de ANOVA (p=0,019) y la comparación de Bonferroni (p=0,018) 















b) Agrupado por sexo 
 
Al segmentar la población por genotipos y sexo, y aplicar la prueba de Mann-Whitney se 
demuestran diferencias estadísticamente significativas (p=0,003) para [tHcy] entre ambos 




677C>T Sexo N Mín. Máx. Media s 
WT mujer 23 5 13 8,17 2,51
  varon 19 5 10 8,16 1,46
HT mujer 25 4 12 7,56 2,31
  varon 26 5 18 8,15 2,85
HM mujer 10 5 9 7,10 1,19
  varon 12 6 36 13,17 7,98
Tabla 5.5-II  Niveles de tHcy, agrupado por 677C>T  y sexo 
 
Prueba comparación muestras independientes Mann-Whitney 
677C>T  tHcy 
U de Mann-Whitney 14,500 
W de Wilcoxon 69,500 
Z -3,021 
Sig. Asintót. (bilateral) ,003 
HM 
Sig. Exacta [2*(Sig. Unilateral)] ,002(a) 




































c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
 
Al segmentar por genotipo y grupo de riesgo vascular, se observa un aumento de los niveles 
de tHcy con la presencia de factores de riesgo, tanto en los sujetos WT, como en los sujetos 
HT. Al aplicar Kruskal-Wallis se demuestran diferencias próximas a la significación 
estadística para ambas situaciones (WT:p=0,197 y HT:p=0,088). La prueba de Mann-Whitney 
confirma que las diferencias se produce de forma significativa entre los sujetos HT que 
pertenecen a los grupos G0:G2 (p=0,032) y G1:G2 (p=0,084), mientras que en los sujetos WT 
las diferencias entre G0:G2 (p=0,115) están próximas a la significación estadística. Al 
analizar con Anova de un factor con corrección de Bonferroni, las diferencias se demuestran 
en todos los casos y alcanzan significación estadística. WT: G0:G2 p=0,030  y HT: [ (G0:G2 
p=0,007) y (G1:G2 p=0,044)]. 
tHcy 
677C>T Grupo N Mín. Máx. Media s 
WT G0=NO FRV 29 5 11 7,79 1,780
 G1=FRV MODERADO 10 5 11 8,40 2,011
 G2=ENFERMEDAD 3 7 13 11,00 3,464
HT G0=NO FRV 37 4 12 7,46 2,142
 G1=FRV MODERADO 10 4 12 7,90 2,470
 G2=ENFERMEDAD 4 9 18 11,50 4,359
HM G0=NO FRV 10 5 12 8,20 2,044
 G1=FRV MODERADO 9 6 36 13,33 9,407
 G2=ENFERMEDAD 3 6 14 9,00 4,359
Tabla 5.5-IV  Niveles de tHcy, agrupado por 677C>T  y edad             
 
Prueba de Kruskal-Wallis 
677C>T   tHcy 
WT Chi-cuadrado 3,249 
  gl 2 
  Sig. Asintót. ,197 
HT Chi-cuadrado 4,861 
  gl 2 
  Sig. Asintót. ,088 
Variable de agrupación: Grupo 
  
677C>T  Estadísticos de contraste (b) tHcy (G0:G2) 
tHcy 
(G1:G2) 
WT U de Mann-Whitney 19,500 7,000
  W de Wilcoxon 454,500 62,000
  Z -1,576 -1,371
  Sig. Asintót. (bilateral) ,115 ,170
  Sig. Exacta [2*(Sig. Unilateral)] ,127(a) ,217(a)
HT U de Mann-Whitney 26,000 8,000
  W de Wilcoxon 729,000 63,000
  Z -2,143 -1,726
  Sig. Asintót. (bilateral) ,032 ,084
  Sig. Exacta [2*(Sig. Unilateral)] ,033(a) ,106(a)
a  No corregidos para los empates. 
B  Variable de agrupación: Grupo 
 
 













Figura 5.5-4 [tHcy] por grupo de riesgo y con  677C>T :HT 
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5.6 INFLUENCIA  DEL POLIMORFISMO  677C>T SOBRE PROTEÍNAS DE 
CHOQUE TÉRMICO y ANTICUERPOS anti-Hsps  
 
Se presenta en este punto la posible influencia de la presencia/ausencia del polimorfismo 
677C>T, en los niveles de HSPs y anticuerpos anti-HSPs,  siguiendo el mismo esquema de 
análisis. 
 
a) Población Global 
 
 677C>T N Mín. Máx. Media s 
Hsp70 PMNs WT 42 4,64 74,91 30,96 18,01 
 HT 51 2,62 67,83 29,03 17,68 
 HM 22 5,67 160,75 37,70 33,27 
Hsp70 suero WT 42 ,43 7,54 1,90 1,30 
 HT 51 ,19 3,65 1,42 ,75 
 HM 22 ,57 4,03 1,72 ,99 
AntiHsp70 WT 42 234,30 1450,12 629,27 302,17 
 HT 51 236,35 1632,41 572,13 281,81 
 HM 22 201,53 884,10 574,38 170,69 
AntiHsp60 WT 42 11,15 308,55 76,34 70,53 
 HT 51 10,01 346,50 54,26 55,35 
 HM 22 13,78 155,57 49,62 37,11 
 
Tabla 5.6-I  Niveles de HSPs intraleucocitarias, séricas y anticuerpos anti-Hsps circulantes, agrupado por 677C>T. 












Figura 5.6-1   Niveles de Hsps y anticuerpos anti-HSPs, agrupado por 677C>T  
 
Kruskal-Wallis Hsp70 PMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60 
Chi-cuadrado ,880 2,792 ,956 2,881 
gl 2 2 2 2 
Sig. Asintót. ,644 ,248 ,620 ,237 
        Variable de agrupación: 677C>T 
 
Aunque no existen diferencias significativas entre grupos, los sujetos HM para 677C>T, 
presentan los valores mas altos de Hsp70 intracelulares, y las menores concentraciones de 
anticuerpos circulantes anti-Hsp60, mientras que los sujetos HT, son los que presentan menor 







































































b) Agrupado por Sexo 
 
Al segmentar la población por sexo y genotipo y aplicar la prueba de Mann-Whitney se 
demuestran diferencias muy próximas a la significación entre ambos sexos:  
? 1) en los niveles de Hsp70 intraleucocitarias en el grupo WT, y  



















Figura 5.6-2  a.-Niveles de Hsp70 (PMNs), por sexo con genotipo CC (WT)  
                      b.- Niveles de anticuerpos anti-Hsp60, por sexo con genotipo TT (HM)  
 
C677T Sexo  N Mín. Máx. Media s 
WT mujer Hsp70 PMNs 23 4,64 74,91 36,01 20,21 
 varon  19 6,98 59,76 24,86 12,97 
HT mujer  25 4,96 67,83 29,57 18,41 
 varon  26 2,62 58,37 28,51 17,29 
HM mujer  10 5,78 54,63 30,80 17,76 
 varon  12 5,67 160,75 43,45 42,14 
WT mujer AntiHSP60 23 11,15 294,47 72,43 62,29 
 varon  19 17,77 308,55 81,09 80,91 
HT mujer  25 10,01 346,50 61,32 67,83 
 varon  26 18,33 217,88 47,47 40,14 
HM mujer  10 16,61 155,57 68,55 47,25 
 varon  12 13,78 54,42 33,84 14,33 
Tabla 5.6-II  Niveles de Hsp70PMN y Anticuerpos Anti-Hsp60, agrupado por 677C>T y sexo. 
Donde: WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
Las mujeres WT (genotipo CC) presentan niveles de Hsp70 PMNs mayores que los varones 
WT (p=0,067, Mann-Whitney), mientras que las mujeres HM (genotipo TT) arrojan valores 































 c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
 
Hsp70 PMNs 
677C>T Grupo N Mín. Máx. Media s 
WT G0=NO FRV 29 4,64 74,63 28,84 17,37 
  G1=FRV MODERADO 10 9,38 74,91 34,34 20,89 
  G2=ENFERMEDAD 3 25,08 54,28 40,22 14,62 
HT G0=NO FRV 37 2,62 63,66 29,16 17,59 
  G1=FRV MODERADO 10 7,07 67,83 32,33 20,34 
  G2=ENFERMEDAD 4 7,92 31,18 19,59 9,91 
HM G0=NO FRV 10 5,78 62,64 34,03 19,41 
  G1=FRV MODERADO 9 5,67 160,75 43,33 49,08 
  G2=ENFERMEDAD 3 28,61 41,21 33,06 7,06 
Tabla 5.6-III  Niveles de Hsps intraleucocitarias, agrupado por 677C>T y grupo de riesgo vascular. 















Los individuos HT para la 677 C>T, pertenecientes al G2, presentan los valores más bajos de 
Hsp70 intraleucocitaria, aunque no se demuestra diferencias significativas.  
 
Para el resto de variables estudiadas (Hsp70 séricas y anticuerpos anti-Hsp70 y anti-Hsp60), y 
al segmentar por grupo de riesgo vascular, no se ha demostrado influencia de la presencia / 

































































5.7 ESTUDIO MOLECULAR DE LOS POLIMORFISMOS  DE LA REGIÓN 
REGULADORA DEL GEN hsp70 
 
Figura 5.7-1    Secuencia del  gen hsp70-1 ( HSPA1A: NT_007592) publicada en GenBank.  
Donde las cajas marcan las 5 secuencias básica 5´-nGAAn-3´, aguas arriba de TATA  
 




En este punto se recogen los resultados obtenidos en el análisis molecular de polimorfismos 
del gen hsp70-1. Se ha realizado el estudio de los polimorfismos en un fragmento de 1053 pb 
(ver 4.15.2)  que comprende el promotor y la región flanqueante 5`del gen (gi:51465675) que 
codifica la proteína HSPA1A, mediante 5 secuencias ensambladas (Tabla 4.15.2-I). Se han 
identificado 7 polimorfismos (SNPs), recogidos en la tabla 5.7-I, donde se muestra el número 
de nucleótido que ocupan en el gen (5´?3´) y el número de nucleótido donde se produce el 
cambio de base, numerado (aguas arriba) a partir del triplete de iniciación ATG.  
# Nucleótido en el gen # Nucleótido SNPs 
22641170 -615 G>A 
22641194 -591 G>A 
22641459 -326 A>C 
22641596 -189 G>A 
22641627 -158 C>A 
22641688 -97 T>C 
22641758 -27 G>C 
Tabla 5.7-I    SNPs encontrados en el estudio de las secuencias. Localización en el gen y cambio de bases producido 
 
A continuación se muestran ejemplos de secuencias de aquellos casos que presentan 
heterocigosis para los SNPs estudiados. 
? SNP –615 G>A 
 






? SNP –591 G>A 
 
Figura 5.7-3    Secuencia en heterocigosis. Marcado con punto rojo y flecha, el cambio de base (nucleótido #22641194) 
 












? SNP –189 G>A 
 
 
Figura 5.7-5    Secuencia en heterocigosis. Marcado con punto rojo y flecha, el cambio de base (nucleótido #22641596). 
 
? SNP –158 C>A 
 
 









? SNP –97 T>C 
 
 
Figura 5.7-7    Secuencia en heterocigosis. Marcado con punto rojo y flecha, el cambio de base (nucleótido #22641688) 
 
 











a) Población Global 
En las tablas siguientes se  recoge la frecuencia de aparición de los SNPs estudiados 
-326 A>C Frecuencia % -27 G>C Frecuencia % 
WT 42 36,5 WT 42 36,5
HT 52 45,2 HT 53 46,1
HM 21 18,3 HM 20 17,4
Total 115 100 Total 115 100
Tabla 5.7-II   Frecuencias encontrada de los SNPs –326 A>C y –27G>C.  
 
-97 T>C Frecuencia % -158 C>A Frecuencia % 
WT 101 87,8 WT 113 98,3
HT 14  12,2 HT 2 1,7
HM 0 0 HM 0 0
Total 115 100 Total 115 100
Tabla 5.7-III   Frecuencias encontrada de los SNPs –-97T>C y –158 A>C.  Figura 5.7-9  % de aparición de –326 A>C 
 
-189 G>A Frecuencia % -591 G>A  Frecuencia % –615 G>A Frecuencia % 
WT 114 99,13 WT 110 95,6 WT 114 99,13 
HT 1 0,86 HT 4 3,47 HT 1 0,86 
HM 0 0 HM 1 0,86 HM 0 0 
Total 115 100 Total 115 100 Total 115 100 
Tabla 5.7-IV   Frecuencias encontradas de los  SNPs –189 G>A, -591G>A y –615G>A.  
 
Como se observa en la tabla 5.7-II, los SNPs: -326 A>C, -27 G>C, se presentan con una 
frecuencia muy superior al resto de los SNPs y se coexpresan en todos los casos excepto en 
uno, por lo que el estudio de la influencia de estos SNPs en los capítulos siguientes se 
realizará conjuntamente. Ambos polimorfismos se presentan en heterocigosis en el 45,2% y 
46,1% de la población, respectivamente. La frecuencia y distribución alélica observada es: 
 Frecuencia alélica Distribución alélica 
Nº Casos p(A) q(C) A (AA+AC) C (AC+CC) 
115 0,59 0,41 136(59,13%) 94(40,86%) 
 
Tabla 5.7-V   Frecuencia y Distribución alélica para A y C  
 
 
 Genotipo Observado/Esperado 
Nº Casos AA AC CC AA AC CC 
115 42 52 21 1,04 0,93 1,08 
 
Tabla 5.7-VI  Distribución de genotipos –326 A>C y Equilibrio Hardy-Weinberg  
 
Para el resto de polimorfismos estudiados, dada la baja frecuencia encontrada (Tablas 5.7-III 
y IV), no se ha realizado análisis segmentado ni por sexo, ni por grupo de riesgo vascular. 
WT HT HM














 b)   Agrupado por sexo 
 
SNPs:  –326 A>C y –27 G>C 
 
-326 A>C y –27 G>C Frecuencia % 
mujer WT 23 39,6 
 HT 27 46,5 
 HM 8 13,8 
Sexo 
 Total 58 100,0 
varón WT 19 33,3 
 HT 25 43.8 
 HM 13 22,8 
 
 Total 57 100,0 
                                     Tabla 5.7-VII   Frecuencias de los SNPs –326 A>C y –27G>C  
Donde:    WT=homocigoto normal (wild type) 
                 HT=heterocigoto 
                                             HM=homocigoto mutado 
 -326 A>C 
U de Mann-Whitney 1473,00
W de Wilcoxon 3184,00
Z -1,090
Sig. Asintót. (bilateral) ,276
    Variable de agrupación: Sexo 
         Figura 5.7-10 Frecuencia  de genotipos, por sexo 
 








en el punto 
Chi-cuadrado de Pearson 1,565b 1 ,211 ,236 ,156   
Correción por continuidada 1,019 1 ,313   
Razón de verosimilitud 1,577 1 ,209 ,236 ,156   
Estadístico exacto de Fisher    ,236 ,156   
Asociación lineal por lineal   1,551c 1 ,254 ,301 ,156 ,054
N de casos válidos 115       
(a)  Calculadp sólo para una tabla de 2x2. (b) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia 
mínima esperada es 10,41.(c)  El estadístico tipificado es 1,245. 
Al analizar la frecuencia de aparición del polimorfismo, agrupado por sexo, se observa que el 
22,8% de los varones presentan en homocigosis la mutación (HM), frente al 13,8% del grupo 
de mujeres, aunque la diferencia no alcanza significación estadística. La frecuencia y 
distribución alélica observada para ambos sexos es: 
 Frecuencia Alélica Distribución Alélica 
 p(A) q(C) A (AA+AC) C (AC+CC) 
Mujeres   0,63 0,37 73 (62,93%) 43 (37,06%) 
Varones 0,55 0,45 63 (55,26%) 51 (44,73%) 
Tabla 5.7-VIII  Frecuencia y Distribución alélica para C y T , agrupado por sexo 
 
  Genotipo Observado/Esperado 
 Nº Casos AA AC CC AA AC CC 
Mujeres 58 23 27 8 1,00 1,00 1,00 
Varones 57 19 25 13 1,10 1,13 1,12 
 






















c)   Por Grupo de Riesgo Vascular 
 
SNPs:  –326 A>C y –27 G>C 
















Tabla 5.7-X   Frecuencias encontrada de los SNPs –326 A>C y –27G>C 
Donde:    WT=homocigoto normal (wild type) 
HT=heterocigoto 
HM=homocigoto mutado            Figura 5.7-11  % de genotipos, por sexo 








en el punto 
Chi-cuadrado de Pearson ,327b 1 ,567 ,621 ,382   
Correción por continuidada ,100 1 ,751   
Razón de verosimilitud ,334 1 ,563 ,621 ,382   
Estadístico exacto de Fisher    ,621 ,382   
Asociación lineal por lineal ,324c 1 ,430 ,621 ,382 ,176
N de casos válidos 115       
(a)  Calculado sólo para una tabla de 2x2. (b) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia 
mínima esperada es 7,12.(c)  El estadístico tipificado es -,569. 
 
Al fragmentar por grupo de riesgo, se observa que en el grupo G0, sin factores de riesgo 
vascular, el genotipo CC (HM) aparece con la menor frecuencia (19,7%), mientras que el 
genotipo salvaje AA (wild type) y el genotipo AC (HT) aparecen en porcentajes similares 
(40,8% y 39,5%), aunque las diferencias no alcanzan significación estadística. La frecuencia y 
distribución alélica encontrada para los diferentes genotipos en los distintos grupos de riesgo 
vascular es la siguiente: 
 Frecuencia Alélica Distribución Alélica 
SNP –326 A>C p(A) q(C) A (AA+AC) C (AC+CC) 
G0=NO FRV 0,60 0,40 92(60,52%) 60(39,47%) 
G1=FRV MODERADO 0,59 0,41 34(58,62%) 24(41,37%) 
G2=ENFERMEDAD 0,50 0,50 10(50,0%) 10(50,0%) 
Tabla 5.7-XI   Frecuencia y Distribución alélica para A y C ,por grupo de riesgo vascular 
 
  Genotipo Observado/Esperado 
 Nº Casos AA AC CC AA AC CC 
G0=NO FRV 76 31 30 15 1,13 0,82 1,23 
G1=FRV MODERADO 29 9 16 4 0,89 1,14 0,82 
G2=ENFERMEDAD 10 2 6 2 0,80 1,20 0,80 
Tabla 5.7-XII   Frecuencia y Distribución alélica para A y C ,por grupo de riesgo vascular 

















5.8 INFLUENCIA DE LOS SNPs DEL PROMOTOR DEL GEN hsp70 EN LOS 
NIVELES DE PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO, HOMOCISTÉINA y 
PROTEÍNA C REACTIVA (Objetivo 3.4) 
 
5.8.1 SNPs –326 A>C y –27 G>C 
 
? Influencia sobre Hsp70i  intraleucocitaria 
 
Hsp70iPMNs (ng/ug proteína) 
-326 A>C y -27 G>C N Mín Máx Media s 
WT 42 4,64 74,63 32,64 18,02
HT 52 2,62 160,75 32,66 26,52
HM 21 7,07 48,36 25,76 12,93
Tabla 5.8.1-I  [Hsp70iPMNs] agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C. Donde:WT=homocigoto normal (wild type), 
HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
En el conjunto de la población, los sujetos que presentan las mutaciones –326 A>C y –27G>C 
en homocigosis, presentan los valores más bajos de Hsp70 intraleucocitaria, que aunque no 
alcanza significación estadística (Kruskal-Wallis: p=0,434), constituye una importante 
significación biológica.  
Al segmentar la población por genotipo y sexo, se observan diferencias próximas a la 
significación (U Mann Witney p=0,070) entre ambos sexos, en el grupo que presentan en 
homocigosis la mutación. 
Hsp70iPMNs (ng/ug proteína) 
-326 A>C y -27 G>C Sexo N Mín Máx Media s 
WT mujer 23 4,64 74,63 32,12 20,39 
  varon 19 10,26 59,76 33,28 15,19 
HT mujer 27 4,96 74,91 32,77 20,11 
  varon 25 2,62 160,75 32,55 32,50 
HM mujer 8 19,18 48,36 31,47 10,77 
  varon 13 7,07 45,74 22,24 13,26 
Tabla 5.8.1-II  [PMNs] agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C y sexo. Donde:WT=homocigoto normal (wild type), 
HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
Prueba comparación muestras independientes Mann-Whitney 
-326 A>C y -27 G>C   HSP70iPMNs 
U de Mann-Whitney 27,000
W de Wilcoxon 118,000 
Z -1,811 
Sig. asintót. (bilateral) ,070 
HM 
























Al segmentar la población por genotipo y grupo de riesgo vascular, se demuestra que la 
menor [Hsp70i] intraleucocitaria en el grupo HM para –326 A>C y –27G>C ocurre debido a 
los sujetos con factores de riesgo vascular de los grupos G1 y G2, que aunque no alcanza 
diferencias significativas, tiene importancia biológica. Los sujetos heterocigotos para ambos 
SNPs alcanzan las mayores concentraciones. 
Hsp70iPMNs (ng/ug proteína) 
-326 A>C, -27 G>C Grupo N Mín. Máx. Media s 
WT G0=NO FRV 31 4,64 74,63 32,51 19,44 
  G1=FRV MODERADO 9 22,10 58,37 35,08 14,34 
  G2=ENFERMEDAD 2 16,16 31,18 23,67 10,62 
HT G0=NO FRV 30 2,62 62,64 27,13 17,62 
  G1=FRV MODERADO 16 5,67 160,75 41,93 39,83 
  G2=ENFERMEDAD 6 23,11 54,28 35,59 12,07 
HM G0=NO FRV 15 11,79 48,36 28,91 13,11 
  G1=FRV MODERADO 4 7,07 25,19 17,49 7,82 
  G2=ENFERMEDAD 2 7,92 29,36 18,64 15,16 
 
Tabla 5.8.1-III  [Hsp70iPMNs] agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C y grupo de riesgo. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
 
-326 A>C, -27 G>C Grupo Sexo N Mín Máx Media s 
WT G0=NO FRV mujer 19 4,64 74,63 30,99 21,31 
    varon 12 10,26 59,76 34,92 16,67 
  G1=FRV MODERADO mujer 3 33,04 54,34 44,58 10,76 
    varon 6 22,10 58,37 30,33 14,20 
  G2=ENFERMEDAD mujer 1 16,16 16,16 16,16 . 
    varon 1 31,18 31,18 31,18 . 
HT G0=NO FRV mujer 18 4,96 54,63 26,28 16,49 
    varon 12 2,62 62,64 28,41 19,87 
  G1=FRV MODERADO mujer 5 10,17 74,91 52,51 25,36 
    varon 11 5,67 160,75 37,12 45,18 
  G2=ENFERMEDAD mujer 4 25,08 54,28 37,31 13,28 
    varon 2 23,11 41,21 32,16 12,79 
HM G0=NO FRV mujer 7 19,18 48,36 32,92 10,75 
    varon 8 11,79 45,74 25,41 14,65 
  G1=FRV MODERADO mujer 1 21,29 21,29 21,29 . 
    varon 3 7,07 25,19 16,22 9,06 
  G2=ENFERMEDAD varon 2 7,92 29,36 18,64 15,16 
 
Tabla 5.8.1-IV  [Hsp70iPMNs] agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C, grupo de riesgo y sexo. 









? Influencia sobre  HSP70i sérica 
 
Considerando la población global, la concentración de Hsp70i sérica no se ve afectada por la 
presencia/ausencia de la mutación, presentando valores similares en los 3 grupos. Al aplicar la 
prueba de Kruskal-Wallis, se demuestra que no existen diferencias estadísticamente 
significativas (p=0,861). 
Hsp70i suero (ng/mL) 
-326 A>C, -27 G>C N Mín. Máx. Media s 
WT 42 0,19 7,54 1,67 1,29
HT 52 0,23 4,03 1,66 0,95
HM 21 0,33 2,95 1,61 0,66
Tabla 5.8.1-V  [Hsp70i] sérica por SNPs –326 A>C y –27 G>C. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
Al segmentar la población por genotipo y sexo, no se observan diferencias estadísticamente 
significativa entre grupos para la [Hsp70i] sérica 
Por el contrario, al segmentar la población por genotipo y grupo de riesgo vascular, se 
observa  (Tabla 5.8.1-V) que la menor [HSP70i] sérica se presenta en el grupo G2 wild type  
para la mutación, pero que no alcanza significación estadística, debido probablemente al 
pequeño tamaño muestral. 
 
 
Hsp70i suero (ng/mL) 
-326 A>C, -27 G>C Grupo N Mín Máx Media s 
WT G0=NO FRV 31 0,19 4,22 1,55 0,91 
  G1=FRV MODERADO 9 0,57 7,54 2,30 2,15 
  G2=ENFERMEDAD 2 0,31 0,89 0,60 0,41 
HT G0=NO FRV 30 0,23 4,03 1,78 1,03 
  G1=FRV MODERADO 16 0,59 3,33 1,43 0,84 
  G2=ENFERMEDAD 6 0,77 2,73 1,66 0,80 
HM G0=NO FRV 15 0,33 2,95 1,67 0,68 
  G1=FRV MODERADO 4 0,96 2,66 1,42 0,82 
  G2=ENFERMEDAD 2 1,34 1,76 1,55 0,29 
Tabla 5.8.1-VI   [Hsp70i]sérica por SNPs –326 A>C y –27 G>C y grupo de riesgo. 






? Influencia sobre anticuerpos anti-Hsp70i circulantes 
 
Ac. anti-Hsp70i circulantes (μg/mL) 
-326 A>C, -27 G>C N Mín Máx Media S 
WT 42 234,30 1061,59 554,49 209,74 
HT 52 201,53 1632,41 591,72 279,81 
HM 21 251,30 1450,12 675,54 347,08 
Tabla 5.8.1-VII  [Anti-Hsp70i] circulantes, agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
 
Los sujetos que presentan ambas mutaciones –326 A>C y –27 G>C en homocigosis (HM) 
presentan los valores más altos de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, que aunque no alcanza 
significación estadística (Kruskal-Wallis: p=0,481), es de clara significación biológica.  
Al segmentar por genotipo y grupo de riesgo vascular, se observa que los valores más bajos 
de anticuerpos anti-Hsp70 se encuentran en el grupo WT para ambas mutaciones, con 
diferencias próxima a la significación estadística (Kruskal-Wallis: p=0,159), a excepción del 
grupo G2 en HM que presenta el valor  menor. 
 
Ac. anti-Hsp70 circulantes (μg/mL) 
-326 A>C, -27 G>C Grupo N Mín. Máx. Media s 
WT G0=NO FRV 31 303,71 1061,59 587,93 218,49 
  G1=FRV MODERADO 9 234,30 669,22 437,07 154,52 
  G2=ENFERMEDAD 2 460,86 668,28 564,57 146,66 
HT G0=NO FRV 30 201,53 1358,05 561,40 270,68 
  G1=FRV MODERADO 16 245,72 1632,41 617,20 311,84 
  G2=ENFERMEDAD 6 513,39 1180,60 675,40 256,77 
HM G0=NO FRV 15 251,30 1339,63 697,07 317,47 
  G1=FRV MODERADO 4 307,33 1450,12 715,55 520,59 
  G2=ENFERMEDAD 2 267,91 600,11 434,01 234,90 
Tabla 5.8.1-VIII  [anti-Hsp70i]circulantes, por SNPs –326 A>C y –27 G>C y grupo de riesgo. 





? Influencia sobre anticuerpos anti-Hsp60 circulantes 
 
 
Ac. anti-Hsp60 circulantes (μg/mL) 
-326 A>C, -27 G>C N Mín. Máx. Media S 
WT 42 10,01 217,88 54,19 42,84
HT 52 11,15 346,50 64,63 61,47
HM 21 16,61 308,55 68,02 80,46
Tabla 5.8.1-IX  [anti-Hsp60] circulantes, agrupado por SNPs –326 A>C y –27 G>C. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
 
Los sujetos homocigotos mutados (HM)  para los SNPs –326 y –27, presentan la mayor 
concentración de  anticuerpos anti-Hsp60 circulantes, mientras que la menor concentración 
corresponde al grupo WT, sin que alcance diferencias estadísticamente significativas ( 
Kruskal-Wallis: p=0,887). 
Al segmentar por genotipo y sexo se observa que las mujeres presentan concentraciones 
circulantes de anticuerpo anti-Hsp60 superiores al grupo de varones, cuando ambos SNPs 
están presentes en heterocigosis (HT) y especialmente en homocigosis (HM), pero que no 
alcanza significación estadística, lo que habrá que confirmar con un tamaño muestral mayor. 
 
Ac. anti-Hsp60 circulantes (μg/mL) 
-326 A>C, -27 G>C Sexo N Mín Máx Media s 
WT mujer 23 10,01 150,55 54,46 40,27 
  varon 19 19,42 217,88 53,87 46,89 
HT mujer 27 11,15 346,50 72,85 67,52 
  varon 25 13,78 253,43 55,75 54,16 
HM mujer 8 16,61 294,47 83,10 89,89 
  varon 13 17,77 308,55 58,73 76,36 
 
Tabla 5.8.1-X  [anti-Hsp60]circulantes, por SNPs –326 A>C y –27 G>C y sexo. 




Al segmentar por grupo de riesgo vascular, se observa que la mayor concentración de 
anticuerpos circulantes se encuentran en el G0 sin factores de riesgo vascular, independiente 
del genotipo para los SNPs, pero que el en grupo de HT arroja diferencias más marcadas 
(Kruskal-Wallis: p= 0,221). 
Ac. anti-Hsp60 circulantes (μg/mL) 
-326 A>C, -27 G>C Grupo N Mín. Máx. Media s 
WT G0=NO FRV 31 10,01 217,88 58,43 47,79 
  G1=FRV MODERADO 9 22,88 97,59 44,01 22,98 
  G2=ENFERMEDAD 2 23,67 44,89 34,28 15,00 
HT G0=NO FRV 30 12,65 346,50 76,98 72,43 
  G1=FRV MODERADO 16 11,15 155,57 50,18 44,07 
  G2=ENFERMEDAD 6 33,97 54,42 41,40 7,71 
HM G0=NO FRV 15 16,61 308,55 76,99 93,53 
  G1=FRV MODERADO 4 17,77 87,74 44,05 30,32 
  G2=ENFERMEDAD 2 46,48 50,81 48,64 3,06 
Tabla 5.8.1-XI  [anti-Hsp60]circulantes, por SNPs –326 A>C y –27 G>C y grupo de riesgo. Donde:WT=homocigoto 





? Influencia sobre los niveles de PCR 
 
Se observa que en la población global, la mayor concentración de PCR se presenta en el 
grupo WT para ambos SNPs, con valores mínimos para el grupo que presenta en homocigosis 
las mutaciones. 
PCR 
-326 A>C, -27 G>C N Mín. Máx Media s
WT 42 ,07 52,22 5,56 9,92
HT 52 ,16 40,14 4,32 6,59
HM 21 ,01 21,22 2,94 5,07
Tabla 5.9-I  [PCR]plasmática, agrupado por genotipo de SNPs –326 A>C y –27 G>C. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y HM=homocigoto mutado 
 
Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis, se demuestra que las diferencias son  estadísticamente 
significativas (p=0,047) y que se producen entre los grupos HT y HM (p=0,013). 
 
 Prueba de Kruskal-Wallis PCR    PCR 
Chi-cuadrado 6,130 U de Mann-Whitney 343,000 
gl 2 W de Wilcoxon 574,000 
Sig. asintót. ,047 Z -2,474 
 Variable de agrupación: -326 A>C Sig. asintót. (bilateral) ,013 
 
Al agrupar por genotipo y sexo, no se observan diferencias en los niveles de PCR.  
Al agrupar por genotipo y factor de riesgo vascular, se observa que igual que en la población 
global, la menor concentración de PCR se presenta en los grupos con homocigosis en los 
SNPs estudiados y dentro de cada genotipo presenta la menor concentración los del G0 sin 
factores de riesgo. 
PCR 
-326 A>C, -27 G>C Grupo N Mín Máx Media s 
WT G0=NO FRV 31 ,07 13,99 2,44 2,92 
  G1=FRV MODERADO 9 ,26 52,22 14,83 17,31 
  G2=ENFERMEDAD 2 1,67 22,70 12,18 14,87 
HT G0=NO FRV 30 ,16 6,64 2,01 1,41 
  G1=FRV MODERADO 16 1,30 16,38 4,09 3,65 
  G2=ENFERMEDAD 6 4,74 40,14 16,51 13,47 
HM G0=NO FRV 15 ,01 7,28 1,55 1,72 
  G1=FRV MODERADO 4 ,83 12,82 4,04 5,86 
  G2=ENFERMEDAD 2 1,17 21,22 11,19 14,17 
Tabla 5.9-II  [RCP]plasmática, por SNPs –326 A>C y –27 G>C y grupo de riesgo vascular. Donde:WT=homocigoto 



















? Influencia sobre los niveles de tHcy 
 
Se observa que en la población global, el grupo HT presenta los valores más altos, mientras 
que los HM para ambas mutaciones presenta los valores más bajos de homocisteína. 
 
tHcy 
-326 A>C, -27 G>C N Mín. Máx Media s
WT 42 4 18 8,19 2,70
HT 52 5 36 8,96 4,62
HM 21 5 14 7,76 2,42
Tabla 5.9-I  [PCR]plasmática, agrupado por genotipo de SNPs –326 A>C y –27 G>C. 
Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto y  




El análisis estadístico demuestra que no existen diferencias significativas en la población 


























5.8.2 Influencia de los SNPs –97 T>C, -158 C>A, -189 G>A, -591 G>A y –615 G>A  
 
Se ha realizado el análisis de la posible influencia de estos polimorfismos sobre sobre las 
HSPs y anticuerpos, pero dada la baja frecuencia de aparición encontrada para estos 5 SNPs 
(tablas 5.7-III y IV), los resultados obtenidos deberían ser confirmados con un tamaño 
muestral mayor, no habiéndose demostrado asociaciones relevantes.  
Únicamente para el SNP –97 T>C, que se presenta en HT en el 12,2% de la población 
analizada, se observa que en ese grupo (genotipo TC) existen diferencias estadísticamente 
significativas para los niveles de Hsp70 sérica entre sexos, de forma que las mujeres HT 
presentan los valores más altos.    
  
Hsp70i suero 
-97 T>C Sexo N Mín. Máx. Media s 
WT mujer 53 ,19 3,65 1,47 ,85
  varon 48 ,57 7,54 1,81 1,22
HT mujer 5 1,29 4,03 2,59 1,00
  varon 9 ,33 2,57 1,42 ,72
 
-97 T>C   HSP70suero 
WT U de Mann-Whitney 1069,000
  W de Wilcoxon 2500,000
  Z -1,381
  Sig. asintót. (bilateral) ,167
HT U de Mann-Whitney 7,000
  W de Wilcoxon 52,000
  Z -2,067
  Sig. asintót. (bilateral) ,039
  Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,042(a)
 Variable de agrupación: Sexo 
 
Tabla 5.8.2-I   [Hsp70i]sérica por SNPs –97 T>C y sexo. Donde:WT=homocigoto normal (wild type), HT=heterocigoto 







5.9  INFLUENCIA DE LOS SNPs –326 A>C, -27 G>C EN LA RELACIÓN ENTRE 
PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO (Hsps y ANTICUERPOS anti-Hsps), 
HOMOCISTEÍNA Y PROTEÍNA C REACTIVA   
 
En este apartado se presenta la influencia que la presencia /ausencia de los SNPs del promotor 
del gen hsp70-1 ejerce sobre la relación descrita en el apartado 5.3 de este capítulo,  siguiendo 
el mismo esquema de agrupación. Solo se presentan aquellas correlaciones que alcanzan 




 -326 A>C:WT -326 A>C:HT -326 A>C:HM 
  Rho de Spearman tHcy tHcy tHcy tHcy 
Anti-Hsp60 Coeficiente de correlación -,106 ,115 -,366** ,156
  Sig. (bilateral) ,257 ,469 ,008 ,500
  N 115 42 52 21
  
















Figura.5.9-1  Correlación obtenida entre [tHcy] y anticuerpos anti-HSP60 
 
Aunque no se demuestra en la población global correlación entre los niveles de anticuerpos 
anti-Hsp60 y tHcy, al agrupar por genotipo se observa correlación inversa en el grupo que 
presenta la mutación en heterocigosis y que alcanza significación estadística. 













b) Agrupado por Sexo 
Se realiza correlación bivariada entre tHcy total y los niveles de Hsp70i intraleucocitaria y 
sérica, y niveles de anticuerpos circulantes anti-Hsp70 y anti-Hsp60 agrupado por genotipo 
(zona sombreada de la tabla) y sexo.  
 
 
Varón -326 A>C:WT -326 A>C:HT -326 A>C:HM 
Rho de Spearman tHcy tHcy tHcy tHcy 
AntiHsp60 Coeficiente de correlación -,152 ,023 -,540** ,396
  Sig. (bilateral) ,260 ,925 ,005 ,181
  N 57 19 25 13
**La correlación es significante al nivel 0,001 (bilateral). 

















Figura.5.9-2  Correlación obtenida entre [tHcy] y anticuerpos anti-HSP60, en varones HT (-326 A>C) 
 
 
Se observa que la correlación obtenida en la población global, entre [tHcy] y anticuerpos anti-
Hsp60 circulantes, se produce a expensas del grupo de los varones heterocigotos para la 
mutación –326 A>C, con alta significación estadística  
 
 








-326 A>C: HT, Sexo: varón




c)  Por Grupo de Riesgo Vascular 
Se realiza correlación bivariada entre tHcy total y los niveles de Hsp70i intraleucocitaria y 
sérica, y niveles de anticuerpos circulantes anti-HSP70 y anti-Hsp60 en la población agrupada 
por riesgo vascular y genotipo (zona sombreada de la tabla). Se obtiene el coeficiente Rho de 
Spearman. Se presentan las tablas de los grupos con significación estadística 
 
 
 G1=FRV MODERADO  -326 A>C:WT -326 A>C:HT -326 A>C:HM 
 Rho de Spearman tHcy tHcy tHcy tHcy 
AntiHsp70 Coeficiente de correlación ,522(**) ,433 ,538(*) ,800
  Sig. (bilateral) ,004 ,233 ,032 ,200
  N 29 9 16 4
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral).*  La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 


















Figura.5.9-3  Correlación obtenida entre [tHcy] y anticuerpos anti-Hsp60, en G! HT (-326 A>C) 
 
Analizada la población por genotipo y factores de riesgo vascular, se observa correlación 
estadísticamente significativa (p=0,004) entre [tHcy] y [anti-Hsp70] circulantes (ver 5.3), y 










Grupo 1:FRV MODERADO. -326A>C: HT




d)  Por Grupo de Riesgo Vascular, Sexo y –326 A>C 
 
Se ha realizado correlaciones no paramétricas para obtener las posibles relaciones entre tHcy 
y proteínas de choque térmico, teniendo en cuenta el grupo de riesgo vascular, sexo y 
presencia del polimorfismo –326 A>C. Se han encontrado las siguientes correlaciones: 
 
Grupo Sexo -326 A>C     Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60 
G0 mujer WT tHcy Coeficiente de 
correlación -,068 -,377 ,198 ,266
        Sig. (bilateral) ,783 ,111 ,416 ,270
        N 19 19 19 19
  HM tHcy Coeficiente de 
correlación -,698 -,239 ,551 -,257
        Sig. (bilateral) ,081 ,606 ,200 ,578
        N 7 7 7 7
 varón HT tHcy Coeficiente de 
correlación -,018 ,504 -,211 -,307
        Sig. (bilateral) ,956 ,095 ,511 ,331
        N 12 12 12 12
 G1 varón WT tHcy Coeficiente de 
correlación -,759 ,030 ,516 ,638
        Sig. (bilateral) ,080 ,954 ,295 ,173
        N 6 6 6 6
    HT tHcy Coeficiente de 
correlación -,155 ,274 ,662(*) -,690(*)
        Sig. (bilateral) ,649 ,415 ,026 ,019
        N 11 11 11 11
* La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
 
Tabla 5.9-IV . Rho de Spearman para correlación entre Hsps y [tHcy], segmentado por grupo de riesgo vascular, sexo y 
mutación –326 A>C. 
 
? Directa entre [tHcy] y [anti-Hsp70] circulantes en varones del G1 que son HT para la –
326 A>C (AC), n=11 (p=0,026) 









5.10 RELACIÓN ENTRE PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO y ANTICUERPOS 
ANTI-Hsps EN LA ATEROSCLEROSIS (Objetivo 3.5) 
 
a) Población general 
 
Rho de Spearman AntiHsp70 AntiHsp60 
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación -,093 -,228(*) 
  Sig. (bilateral) ,323 ,014 
  N 115 115 
Hsp70 suero Coeficiente de correlación -,174 -,031 
  Sig. (bilateral) ,064 ,740 
  N 115 115 
*La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
 













Figura.5.10-1  Correlación obtenida entre: a)[Hsp70i PMNs y anticuerpos anti-HSP60 y b)HSP70 sérica  y anticuerpos 
anti-Hsp70 
 
Al estudiar la influencia de los polimorfismos, se demuestra correlación inversa, 
estadísticamente significativa (p=0,005) entre [Hsp70i] intraleucocitarias y anticuerpos anti-
Hsp60, a expensas del grupo HT para la –326 A>C 
SNPs  Rho de Spearman  AntiHsp70 AntiHsp60 
-326 A>C: HT Hsp70iPMNs Coeficiente de 
correlación -,020 -,383(**) 
   Sig. (bilateral) ,888 ,005 
   N 52 52 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 












R Sq Linear = 0,034















b) Agrupado por sexo 
 
En el grupo de mujeres se observa una correlación inversa, estadísticamente significativa  
(p=0,002) entre [Hsp70] intracelular y anticuerpos circulantes anti-Hsp60. 
 
Mujer AntiHsp60 
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación -,396(**)
  Sig. (bilateral) ,002
  N 58



















Al segmentar la población por sexo y genotipo –326 A>C, se demuestran las siguientes 
correlaciones: 
En el grupo de los varones: Inversa y significativa (p=0,019) entre [Hsp70] sérica y 
anticuerpos anti-Hsp60 en el grupo WT. 
En el grupo de las mujeres: 1) inversa y significativa (p=0,001) entre [Hsp70] en PMNs y 
anticuerpos circulantes anti-Hsp60, en el grupo HT y 2) inversa y significativa (p=0,021) 
entre [Hsp70] séricas y [anti-Hsp60] en el grupo HM. 
 
-326 A>C Sexo Rho de Spearman AntiHsp60 
WT  varón Hsp70isuero Coeficiente de 
correlación -,533* 
      Sig. (bilateral) ,019 
      N 19 
HT  mujer Hsp70iPMNs Coeficiente de 
correlación -,617(*) 
      Sig. (bilateral) ,001 
      N 27 
HM  mujer Hsp70isuero Coeficiente de 
correlación -,786(*) 
      Sig. (bilateral) ,021 
      N 8 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 

















 c) Por Grupo de Riesgo Vascular 
 
G0: NO FRV Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60 
AntiHsp70 Coeficiente de correlación -,093 -,149 1,000 ,251(*)
  Sig. (bilateral) ,425 ,198 . ,029
  N 76 76 76 76
  
G1: FRV MODERADO Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación 1,000 ,131 -,245 -,323
  Sig. (bilateral) . ,498 ,201 ,087
  N 29 29 29 29
 
G2: ENFERMEDAD Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación 1,000 ,576 ,588 -,285
  Sig. (bilateral) . ,082 ,074 ,425
  N 10 10 10 10




-326 A>C Grupo Rho de Spearman Hsp70iPMNs AntiHsp70 
WT G1=FRV 
MODERADO 
AntiHsp60 Coeficiente de 
correlación -,750*  
      Sig. (bilateral) ,020  
      N 9  
HT G0=NO FRV AntiHsp60 Coeficiente de 
correlación  ,497(**) 
   Sig. (bilateral)  ,005 
   N  30 




En la mayoría de las situaciones se observa una correlación inversa entre anticuerpos anti-
Hsp60 y Hsp70 PMNs 
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d) Por grupo de Riesgo Vascular y Sexo 
 
Se presentan los resultados obtenidos para Hsps y anticuerpos anti-Hsps, al segmentar por 
grupo de riesgo y sexo, así como las correlaciones que alcanzan significación estadística. 
 
 Hsp70 PMNs Hsp70 suero 
Grupo Sexo N Mín. Máx. Media s Mín Máx Media s 
NO FRV (G0) mujer 44 4,64 74,63 29,37 17,91 ,19 4,03 1,59 ,95
  varon 32 2,62 62,64 30,10 17,41 ,33 4,22 1,77 ,87
FRV MODERADO (G1) mujer 9 10,17 74,91 46,40 21,30 ,90 3,33 1,58 ,76
  varon 20 5,67 160,75 31,95 34,51 ,57 7,54 1,75 1,61
ENFERMEDAD (G2) mujer 5 16,16 54,28 33,08 14,89 ,31 2,40 1,25 ,86
  varon 5 7,92 41,21 26,55 12,27 ,89 2,73 1,60 ,70
Tabla 5.10-II . Hsp70 intracelular y sérica, por grupo de riesgo vascular y sexo 
 
Las mujeres pertenecientes a grupos de riesgo vascular (G1 y G2) presentan niveles de Hsp70 
intracelulares superiores a los varones, especialmente en el G1 para las que la diferencia  
alcanza significación estadística (p=0,048 U Mann-Whitney). Sin embargo en el grupo sin 
riesgo vascular no se observa diferencias. 
A lo largo de los grupos de riesgo vascular, las mujeres presentan niveles de Hsp70 
circulantes inferiores a los varones, aunque las diferencias no alcanzan significación 
estadística. 
Con respecto a los niveles de anticuerpos circulantes, las mujeres de los grupos de riesgo G1 
y G2, presentan niveles de anticuerpos anti-Hsp70 superiores a los varones, lo que es más 
relevante en el G2, sin que existan diferencias significativas. Sin embargo para los 
anticuerpos anti-Hsp60 esta tendencia se invierte en el grupo de enfermedad G2, de forma que 
las mujeres presentan niveles inferiores a los varones, aunque no hay diferencias 
significativas. 
 Anticuerpos Anti-Hsp70 Anticuerpos Anti-Hsp60 
Grupo Sexo N Mín Máx Media s Mín Máx Media s 
NO FRV (G0) mujer 44 201,53 1358,05 590,83 251,65 10,01 346,50 72,97 66,94
  varon 32 251,30 1339,63 610,23 279,88 18,26 308,55 64,53 70,80
FRV MODERADO (G1) mujer 9 265,46 1450,12 606,85 343,42 11,15 155,57 52,75 46,70
  varon 20 234,30 1632,41 560,47 306,48 13,78 128,50 45,02 31,27
ENFERMEDAD (G2) mujer 5 460,86 1180,60 680,09 293,06 33,97 46,00 39,76 5,59
 varon 5 267,91 668,28 529,82 156,38 23,67 54,42 43,09 12,09




Al segmentar los grupos de riesgo vascular de acuerdo al sexo, se observa las siguientes 
correlaciones estadísticamente significativas.  
 
Mujer y G1: FRV MODERADO Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60 
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación 1,000 ,167 -,417 -,817(**) 
  Sig. (bilateral) . ,668 ,265 ,007 
  N 9 9 9 9 
Hsp70 suero Coeficiente de correlación ,167 1,000 -,833(**) -,100 
  Sig. (bilateral) ,668 . ,005 ,798 




















Mujer y G2: ENFERMEDAD Hsp70iPMNs Hsp70 suero AntiHsp70 AntiHsp60 
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlación 1,000 ,900(*) ,900(*) -,500 
  Sig. (bilateral) . ,037 ,037 ,391 
  N 5 5 5 5 
 
Varón y G2: ENFERMEDAD Hsp70iPMNs Hsp70isuero AntiHsp70 AntiHsp60 
Hsp70 suero Coeficiente de correlación ,100 1,000 -,800 ,900(*) 
  Sig. (bilateral) ,873 . ,104 ,037 
  N 5 5 5 5 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). * La correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral) 
 
En la población sin factor de riesgo, no se demuestra correlación entre [Hsp70i] 
intraleucocitaria y los anticuerpos anti Hsp60 y anti Hsp70. 
 
Las mujeres del G1 demuestran correlación significativa a nivel 0,01 











Sexo: mujer, Grupo: FRV MODERADO
R Sq Linear = 0,69















Sexo: mujer, Grupo: FRV MODERADO




5.11   CLASIFICACIÓN DE ACUERDO A LA EXPRESIÓN DE Hsp70 
 
Sobre la base de la hipótesis planteada en este trabajo, en la que los individuos clasificados 
como “hiper” productores de Hsp70, constituiría un fenotipo más sano, se ha clasificado a los 
individuos, de acuerdo a la distribución poblacional “normal” de Hsp70, obteniendo los 
percentiles P25, P50, P75, de forma que aquellos individuos con niveles inferiores al P25 serían 
“hipo” productores, aquellos con niveles incluidos en el intervalo P25 – P75, serán “normo” 
productores y aquellos con niveles superiores al P75, se clasifican como “hiper” productores, 
con el objetivo de poder relacionarlo con la presencia/ausencia del polimorfismo 677C>T del 
gen de la MTHFR, así como con los polimorfismos estudiados en el promotor del gen hsp70-
1. La tabla 5.11-I recoge los valores obtenidos y su clasificación. 
 
Clasificación Hsp70  PMNs Hsp70 suero 
N Válidos  115 115 
25 HIPO 16,16 ,91 
50 NORMO 28,61 1,47 
Percentiles 
75 HIPER 44,40 2,25 
 





















Este capítulo se ha estructurado en 2 partes. Una primera (apartados 6.1-6.3) en la que se 
analizan y discuten conceptos y procedimientos utilizados y una segunda (apartados 6.4-6.8) 
en la que se discuten los resultados obtenidos, siguiendo el esquema de los objetivos 
planteados en el capítulo 3 de esta memoria. 
 
 
6.1 FACTORES DE RIESGO VASCULAR: CLASIFICACIÓN y CONCEPTO 
 
El manejo de los factores de riesgo vascular constituye una parte esencial en el cuidado, no 
solo de los pacientes con aterosclerosis establecida, sino de aquellos que tienen riesgo de 
desarrollarla.  
El término “factor de riesgo” se ha utilizado no solo en referencia a un “verdadero” factor de 
riesgo, sino para identificar aquellos factores que poseen una mera asociación matemática con 
el desarrollo de la aterosclerosis.  
Un “verdadero” factor de riesgo es aquel que puede ser modificado por una determinada 
intervención siendo capaz de reducir la probabilidad de que se presente un resultado de 
aterosclerosis. En el contexto que nos ocupa sería causa de aterosclerosis.  
Un factor de riesgo “candidato” se considera un indicador ó característica que incrementa la 
probabilidad de un resultado de aterosclerosis, para el que no existe evidencia de causalidad y 
no se ha demostrado que su modificación disminuya la probabilidad o desarrollo de 
enfermedad, ni ayuda en el diagnóstico ni en la evaluación del pronóstico. Sin embargo 
cuando un factor de riesgo “candidato” es validado como ayuda en la evaluación pronóstica 
de la enfermedad, su consideración podría modificarse y pasar a ser un factor de riesgo 
“cualificado”17.  
Por tanto si somos capaces de matizar las definiciones de factor de riesgo, podría resultar de 
interes y ser más fácil juzgar, cuáles tienen relevancia clínica y cuales serían solo 
“candidatos”.  
En ocasiones, debido a la ausencia de estudios epidemiológicos descriptivos realizados bien 
en modelo animal o in vitro, un determinado “marcador” considerado previamente como 
“candidato”, podría llegar a ser considerado como un “verdadero” factor de riesgo. Los 
estudios descriptivos en los que se identifican asociaciones matemáticas no indican que su 
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valoración proporcione información adicional más alla de la que proporciona un “verdadero” 
factor de riesgo.  
Establecer el concepto de riesgo vascular es esencial para analizar la posible relevancia clínica 
de un determinado marcador, entendiendo por relevancia clínica la capacidad de identificar, 
medir y manejar un factor de riesgo específico con el propósito de mejorar el reconocimiento 
de un alto riesgo individual y reducir la probabilidad de desarrollar la enfermedad o presentar 
eventos cardiovasculares recurrentes. 
Existen una serie de marcadores (VCAM-1, IL-1, IL-8, MMP-9, adiponectina), cualificados 
como posibles factores de riesgo, que podrían considerarse “candidatos”, cuya relevancia 
clínica es importante. 
La mayoría de los factores de riesgo pueden evaluarse por su utilidad clínica, de forma que se 
demuestre su valor para identificar, medir y manejar un determinado riesgo, con el propósito 
de mejorar el reconocimiento de riesgo individual, siendo capaz de reducir la probabilidad de 
presentar eventos recurrentes de enfermedad cardiovascular. 
La evaluación de nuevos factores de riesgo debería llevar asociado el conocimiento previo del 
coste de la prueba, exactitud,  precisión y estandarización del ensayo, información añadida a 
la que ya aportan los factores de riesgo verdaderos o causales y si hay consistencia de que el 
nuevo factor pueda predecir un futuro riesgo de aterosclerosis entre poblaciones diferente a la 
basal estudiada. 
Desde el punto de vista de la utilidad clínica,  se deben plantear una serie de cuestiones para 
determinar si un marcador puede ser considerado factor de riesgo337. Estas cuestiones se 
refieren a: ¿es un analito?, ¿añade más información a los ya establecidos como verdaderos?,  
¿es estable con respecto a la dieta y la hora del día?. De forma ideal un marcador debería no 
solo proporcionar información independiente sobre riesgo vascular, sino ser de fácil 
cuantificación, económico y poder disponer de un ensayo comercial estandarizado con baja 
variabilidad y que no requiera extracciones sanguíneas especiales, ni metodología 
especializada.  
En este sentido las proteínas de choque térmico (Hsps) podrían ser considerados como 
factores de riesgo vascular “candidatos” que una vez evaluados, pudieran pasar a la categoría 




6.2 INTERES FISIOPATOLÓGICO DE LOS PARÁMETROS  ESTUDIADOS 
 
El estudio de los factores de riesgo vascular clásicos (colesterol, colesterol-HDL, colesterol-
LDL, triglicéridos y glucosa), proporciona información de alto interés fisiopatológico, ya que 
permite la implantación de una acción intervencionista con el objetivo de conseguir un efecto 
beneficioso en el individuo aparentemente sano.  
Tradicionalmente la aterosclerosis ha sido considerada como una enfermedad debida al 
depósito de lípidos en la superficie de las arterias, cuyo crecimiento sería capaz de bloquear el 
suministro de sangre a los tejidos338, pudiendo dar lugar a eventos cardiovasculares como 
infarto de miocardio y/o ictus. 
Debido a la relación epidemiológica establecida, la medida de colesterol es incuestionable por 
su indudable valor como factor de riesgo de futuros eventos cardiovasculares y por constituir 
uno de los principales factores de riesgo de arteriosclerosis, modificable. Clínicamente la 
determinación y monitorización del colesterol durante décadas ha permitido el estudio de los 
mecanismos de regulación del metabolismo del colesterol339. Valores elevados de colesterol-
HDL protegen frente a cardiopatías coronarias, mientras que valores disminuidos del 
colesterol-HDL,  especialmente en combinación con niveles de triglicéridos elevados, 
implican un alto riesgo cardiovascular. La concentración de colesterol-LDL, es la magnitud 
de mayor valor clínico para el pronóstico de la esclerosis coronaria. En los últimos años, ha 
aumentado el interés por el papel que las lipoproteínas LDL modificadas juegan en la 
aterosclerosis337. Como se ha descrito previamente, concentraciones elevadas de LDL en 
sangre durante un tiempo prolongado con una elevada tasa de modificación biológica dan 
lugar a trastornos de la función endotelial y una absorción elevada del colesterol-LDL por el 
sistema de monocitos/macrófagos y por las células musculares lisas de la pared tisular. La 
determinación de triglicéridos, se utiliza para el diagnóstico y seguimiento de la hiperlipemia. 
 
La proteína C reactiva (PCR), proteína de fase aguda, es un pentámero de 120.000 Da, 
producida exclusivamente por el hígado, cuya síntesis está mediada por IL-6. Los niveles de 
PCR en individuos sanos se encuentran por debajo de 5 μg/mL. El interés de su determinación 
cuantitativa se debe a su importancia como marcador de inflamación aguda y necrosis tisular. 
Los niveles de PCR comienzan a elevarse a las 6 horas de producirse la inflamación aguda340. 
Situaciones causantes de daño y necrosis tisular, como quemaduras, cirugía mayor o infarto 
de miocardio, se asocian con un incremento de sus niveles en suero.  
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La PCR constituye un marcador clínico excelente y robusto341. PCR es una proteína estable 
cuya variación diurna es despreciable y para la que se ha demostrado que no existe 
variaciones significativas en relación con el estado de ayuno ó no. Posee una vida media de 
24 horas. Su cuantificación mediante procedimientos analíticos estandarizados, como son 
inmunoensayos de alta sensibilidad, es sencilla y posee una buena estabilidad. 
 
En los últimos años, la homocisteína plasmática ha adquirido un gran interés clínico, ya que 
el aumento moderado del nivel de homocisteína plasmática, se ha considerado como un factor 
de riesgo vascular coronario, cerebral ó periférico “independiente” de otros factores 
trombogénicos convencionales. Las repercusiones clínicas de la hiperhomocisteinemia, la 
importancia y dependencia de vitaminas en su metabolismo, así como las implicaciones 
genéticas de sus enzimas, hacen que la medición de la concentración de tHcy plasmática se 
incluya en el estudio de aquellos pacientes que han sufrido un evento vascular.  
De acuerdo con Kaul342, la situación ideal para declarar la homocisteína como un factor causal 
de enfermedad vascular, debería basarse en 3 requerimientos: 1) Existencia de una asociación 
consistente, fuerte e independiente entre los niveles moderadamente elevados de homocisteína 
y eventos cardiovasculares, obtenidos en estudios epidemiológicos robustos, 2) Evidencia de 
un mecanismo coherente a través del cual la homocisteína promueva directamente 
aterosclerosis y 3) Demostración de la modificación del riesgo vascular basados en estudios 
prospectivos randomizados intervencionistas, dirigidos a la reducción de los niveles de 
homocisteína. 
Las proteínas de choque térmico (Hsp70) constituyen una gran familia de proteínas capaces 
de ayudar en la respuesta celular frente al estrés agudo. La importancia de estas proteínas es 
evidente por el hecho de ser ubicuas y altamente conservadas a lo largo de las especies. 
Aunque son moléculas intracelulares, cuando se produce una sobreexpresión en respuesta al 
daño celular, pueden ser transportadas y residir en la membrana celular, desde donde pueden 
ser reconocidas por el sistema inmunológico de vigilancia y funcionar como auto-antígenos, 
pudiendo liberarse de la célula y salir al torrente circulatorio, para ejercer su actividad 
biológica extracelular. Las Hsps70 poseen propiedades anti-inflamatorias y anti-apoptóticas y 
se les adjudica un papel cardioprotector. La presencia de niveles elevados de Hsp70 se asocia 
con bajo riesgo de enfermedad cardiovascular y es independiente de factores de riesgo 
tradicionales343. Mejoran la viabilidad de la célula muscular lisa344 y se han detectado en 
suero de sujetos normales307. El aumento de las Hsp70 circulantes se ha correlacionado con 
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una disminución del grosor de la íntima en sujetos hipertensos310. Sin embargo el significado 








? Factores de riesgo vascular clásicos 
Los procedimientos analíticos utilizados para la medición de colesterol, HDL-colesterol, 
LDL-colesterol, triglicéridos y glucosa, cumplen los requisitos de sensibilidad, especificidad 
y linealidad exigidos a un sistema analítico utilizado en la rutina diaria de un Servicio de 
Bioquímica Clínica, de forma que la toma de decisiones, evaluación y clasificación de los 
pacientes no se vea afectada por la variabilidad del método.  
La imprecisión intra e interserial (%CV) de todos los procedimientos utilizados, obtenidos a 
dos niveles de concentración (normal y patológico) es <2,5%.  
Las limitaciones de los procedimientos se refieren a interferencias en situaciones concretas de 
ictericia, hemólisis e hiperlipemia de la muestra sanguínea. Sin embargo no se producen 
interferencias por: 1) ictericia, cuando la concentración de bilirrubina conjugada <25 mg/dL y 
bilirrubina no conjugada < 18 mg/dL), 2) hemólisis, hasta una [Hb] 700-1000 mg/dl y 3) 
lipemia, hasta una [triglicéridos] entre 600- 2.500 mg/dL).  
En casos aislados pueden presentarse valores falsamente elevados de colesterol-LDL a 
concentraciones elevadas de inmunoglobulinas. Dado que las hepatopatías influyen en el 
metabolismo lipídico, la utilidad diagnóstica de análisis de colesterol, colesterol-HDL y 
colesterol-LDL es limitada en pacientes con hepatopatías. 
 
? Proteína C reactiva  
El  procedimiento analítico utilizado para la determinación de PCR es un inmunoensayo de 
alta sensibilidad. Las limitaciones del ensayo se refieren a sus características analíticas. Al ser 
un ELISA manual, presenta una variabilidad intra e interensayo (%CV>5%) superior a los 
procedimientos analíticos automatizados.  
La linealidad del procedimiento, permite la medición de PCR en intervalos de concentración 
tanto en rango de normalidad, como patológico. La sensibilidad del ensayo permite la 
detección de una concentración mínima de 1 μ/mL.  
 
? Homocisteína plasmática 
El interés del diagnóstico clínico de hiperhomocisteinemia,  ha dado lugar al desarrollo de 
numerosos métodos para la cuantificación de homocisteína total en plasma (tHcy).  
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Actualmente, la mayoría de los procedimientos analíticos existentes, están diseñados para la 
medición de homocisteína total, de forma que incluye homocisteína asociada a proteínas 
(70% de la Hcy), dipéptidos como homocistina y homocisteína-cisteína (20-30%) y 
homocisteína libre o reducida que representa únicamente del 2 al 4 % de la homocisteína total 
respectivamente. Por ello y con el objetivo de alcanzar suficiente sensibilidad, es necesario el 
uso de agentes reductores. 
Los agentes reductores más utilizados son ditioeritritol, ditiotreitol, mercaptoetanol, 
hidroborato sódico y tri-n-butilfosfina.  
El procedimiento de HPLC adaptado en nuestro laboratorio, utiliza trialquilfosfina como 
agente reductor, con detección fluorimétrica y presenta un %CV intra e interanálisis <10% 
(tabla 5.2-V). Dado que la distribución de los niveles de homocisteína en la población general 
no sigue una distribución normal, los valores de referencia se obtienen utilizando el percentil 
95, estratificando por sexo. El punto de corte por encima del cual se considera situación de 
hiperhomocisteinemia (HHcy) quedó establecido en 11 μmol/L para mujeres y 14 μmol/L en 
varones, considerando como valor límite deseable345 10 μmol/L. 
La aparición de los inmunoensayos de polarización de fluorescencia (FPIA) adaptados a 
equipos automáticos ha permitido su expansión, de forma que hoy en día son numerosos los 
laboratorios que realizan la determinación de tHcy.  
Las limitaciones del procedimiento utilizado, se refieren fundamentalmente a la fase 
preanalítica. La producción y liberación de homocisteína por los hematíes, durante la 
extracción y transporte de la muestra, puede producir un aumento de los niveles plasmáticos 
de tHcy, dando lugar a posibles casos falsos positivos.   
Para limitar al máximo la liberación de homocisteína, la muestra inmediatamente después de 
ser obtenida, se debe introducir en hielo, lo que permite su transporte a 4ºC, pudiéndose 
almacenar durante 4 horas post-extracción, sin aumento de los niveles de homocisteína (<3%) 
clínicamente relevantes. Sin embargo el mantenimiento durante horas a Tª ambiente, conlleva 





Figura 6.3-1   Efecto de la temperatura en el transporte y almacenamiento de la muestra para la medición de tHcy. 
Modificado de Deulofeu232 
 
Se recomienda enviar al laboratorio antes de 1 hora, para minimizar el número de falsos 
positivos y asegurar la correcta clasificación de los individuos analizados. El plasma obtenido 
por centrifugación es estable durante años si se almacena a –20ºC. 
La variabilidad biológica intraindividual observada para los niveles de homocisteína es 
relativamemnte baja (%CV=7), mientras que inter individuos es muy alta (%CV=33), lo que 
se explica por las múltiples variables que afectan a su metabolismo347. La variabilidad 
intraindividual, junto con la variabilidad metodológica, son factores que se deben considerar 
en la evaluación de aquellos pacientes en seguimiento, de forma que el mínimo cambio de 
[tHcy] plasmática, debería ser superior al 25% para ser considerado348 clínicamente relevante. 
Las concentraciones de homocisteína no se ven alteradas significativamente tras la ingesta de 
alimentos, ni en las diferentes estaciones del año a pesar de los posibles cambios de dieta, ni 
tras la realización de un ejercicio suave100. 
Sin embargo, los niveles de homocisteína pueden modificarse entre la fase aguda y la fase 
crónica de la enfermedad. En un estudio preliminar349 realizado en la Unidad Coronaria del 
Hospital General Universitario Gregorio Marañón, sobre 31 pacientes (24 ♂ y 7 ♀) 
ingresados por infarto agudo de miocardio (IAM) de menos de 24 horas de evolución, se 
demuestra que en el grupo de varones, existen diferencias significativas (test de Wilcoxon 
p<0,05) en [tHcy], con respecto al día 0 entre los días 2º y 3º post infarto. La tHcy disminuye 
en los días siguientes, hasta llegar a un mínimo a los 60 días. En el grupo de mujeres se 
observa una tendencia ascendente no significativa, hasta el día 60. La figura 6.2-2  (a) y (b) 




















Figura 6.3-2   Evolución  de [tHcy] hasta 60 días post IAM, en varones (a) y mujeres (b) 
 
En general, se recomienda determinar los niveles plasmáticos de tHcy en  el estudio del ictus 
isquémico en el paciente joven, en el paciente con ictus aterosclerótico, trombosis venosas 
cerebrales, aterotrombosis prematura o de repetición. 
Sin embargo, la Asociación Americana del Corazón no recomienda generalizar la 
determinación de tHcy en la población general, si bien se ha sugerido que en determinados 
grupos de pacientes, podría determinarse la concentración de tHcy e indicarse un tratamiento 
con ácido fólico, vitamina B6 y vitamina B12 en caso de encontrarse elevada. Por el momento 
no existen ensayos clínicos aleatorizados finalizados que avalen la generalización de esta 
estrategia al conjunto de pacientes coronarios.  
Desde el punto de vista de prevención en la población general y con carácter intervencionista, 
tiene mayor relevancia poder demostrar la presencia de incrementos moderados de tHcy 
plasmáticos, ya que éstos podrían ser, en general, fácilmente controlables con vitaminas. 
 
? Extracción de Leucocitos Polimorfonucleares Neutrófilos (PMNs) 
 
La separación y obtención de PMNs se lleva a cabo por centrifugación en gradiente. Las 
limitaciones del procedimiento se refieren fundamentalmente al tiempo transcurrido desde la 
extracción de sangre hasta su separación. Los PMNs se pueden activar con el tiempo, de 
forma que la separación podría quedar inactivada y su viabilidad comprometida. Otra 
limitación se refiere a las condiciones de esterilidad de trabajo, ya que la presencia de 
proteasas podrían producir degradaciones y la activación de PMNs, de forma que quedarían 
invalidados para la medición de proteínas de choque térmico HSP70i. 
En estas condiciones, el rendimiento de extracción de PMNs es del orden del 90%, con una 
pureza de 95-97%. El número de PMNs obtenidos es variable y depende del volumen de 





























sangre obtenida y de la fórmula leucocitaria de cada individuo, por lo que la cuantificación de 
Hsps en PMNs se expresa en ng por mg de proteína, cuantificada por Lowry. 
 
? Proteínas de choque térmico (Hsp70) 
Las limitaciones de los procedimientos utilizados se refieren a la variabilidad observada entre 
lotes diferentes del kit comercial, debido fundamentalmente al recubrimiento con anticuerpo 




6.4 ESTADO DE SALUD DE LA POBLACIÓN ESTUDIADA 
 
Dado el carácter aleatorio de la selección poblacional, y a pesar del tamaño muestral, los 
resultados obtenidos en relación al estado de salud cardiovascular, podrían ser aplicables a la 
población general. En base a las respuestas obtenidas en la entrevista realizada, encuesta 
epidemiológica, anamnesis y estudio bioquímico general, se observa que los individuos 
analizados, presentan niveles de colesterol total elevados (209+38 mg/dL), superiores al nivel 
recomendado (200 mg/dL) como deseable350, de forma que el 62,6% presenta 
hipercolesterolemia, sin que existan diferencias con respecto al sexo. El 6,1% de los 
individuos encuestados recibe tratamiento con estatinas y el 13,0%  presenta hipertensión 
arterial (HTA> 140 / 90 mm Hg). 
Todos los individuos incluidos en el estudio, a excepción de los 10 pacientes con enfermedad 
cardiovascular, son sujetos a priori sanos, que sin embargo tras aplicar la carta de factores de 
riesgo vascular de la Task Force,  el 25,21% se clasifican en el grupo G1 con factores de 
riesgo vascular moderado, de los que el 68,96% son varones (tabla 6.4-I), sin que tuvieran 
conocimiento previo de ello.  
 
Grupo Sexo Frecuencia % 
G0=NO FRV mujer 44 57,89
  varon 32 42,10
 Total 76 66,08
G1=FRV MODERADO mujer 9 31,03
  varon 20 68,96
   Total 29 25,21
G2=ENFERMEDAD mujer 5 50,00
  varon 5 50,00
   Total 10 8,69
TOTAL   115 100
 
Tabla 6.4-I   Distribución de la población por grupo de riesgo vascular y sexo. 
 
Como consecuencia del estudio, se instauró tratamiento preventivo en 15 individuos y se les 
ha ofrecido seguimiento clínico. Esto corrobora la idea del desconocimiento del estado de 
salud cardiovascular de la población, lo que contribuye al desarrollo silente de la enfermedad 
cardiovascular, en la que individuos asintomáticos podrían sufrir un evento cardiovascular. 
Por ello la búsqueda de factores de riesgo vascular que se puedan aplicar de forma sencilla a 
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la población, es un tema de interés sanitario y prioritario en paises desarrollados, en los que la 
primera causa de muerte es la enfermedad cardiovascular. 
Con respecto al hábito tabáquico, es evidente que en los últimos 5 años está disminuyendo, lo 
que se confirma mayoritariamente en nuestra población en la que el 71,3 % se define como no 
fumador. El 15,7% fuma entre 1-10 pitillos/día, mientras que el 13,0% refiere fumar entre 10-
20 pitillo/día. 
La ingesta de alcohol es moderada. El 53,0% manifiesta no ingerir alcohol. El 39,1% refiere 
una ingesta de alcohol menor de 40 gramos/día, el 7,0% ingiere entre 40-80 gramos de 
alcohol diarios, mientras que el 0,9% ingiere >80 gramos de alcohol diarios. Sin embargo los 
resultados obtenidos en relación con los hábitos tabaquito e ingesta de alcohol no son 
extrapolables a población general, ya que dado el ámbito de trabajo (un hospital) podría 




6.5 ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO DE PCR, HOMOCISTEÍNA, Hsps y 
ANTICUERPOS anti-Hsps. RELACIÓN EN POBLACIÓN CON O SIN FACTORES 
DE RIESGO VASCULAR 
 
 
? PCR y RIESGO VASCULAR 
 
El uso conjunto de valores de PCR y colesterol total, aumenta la predicción de riesgo de un 
futuro evento cardiovascular independiente de los niveles de colesterol-LDL, lo que sugiere 
que valores elevados de PCR podrían identificar individuos asintomáticos con valores de 
colesterol total elevados, con un alto riesgo de futuros eventos cardiovasculares351. 
Está descrito que en el síndrome metabólico, los niveles elevados de triglicéridos, colesterol-
HDL reducido e hipertensión, correlaciona con valores elevados de PCR352.  
Esta asociación se confirma en nuestro estudio, en el que se demuestra la existencia de 
correlación entre PCR y triglicéridos (p=0,001) y PCR e hipertensión (p=0,04). Sin embargo, 
en nuestra población, la correlación inversa descrita arriba entre PCR y colesterol-HDL no 
alcanza significación estadística (p=0,105). 
La PCR se considera un marcador independiente de riesgo vascular353, y se recomienda su uso 
en población general, para la predicción global de riesgo vascular en pacientes asintomáticos. 
La distribución de los valores de PCR obtenidos en la población analizada, no se ajustan a una 
distribución normal, por lo que los valores de referencia se han calculado obteniendo el 
percentil 95 (P95). Así el valor de discriminación ó de alarma quedó establecido en 5 μg/mL.  
Como se recoge en la tabla 5.2-IV de esta memoria, los valores de PCR, de acuerdo con lo 
esperado, aumentan al segmentar la población por grupos de factor de riesgo vascular y este 
aumento alcanza diferencias estadísticamente significativas entre los 3 grupos, de forma que 
el grupo G1 con factores de riesgo vascular moderado presentan valores de PCR superiores al 
valor de discriminación establecido. Estos datos coinciden con la teoría que considera la PCR 
como un marcador de riesgo vascular robusto. 
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? HOMOCISTEÍNA y RIESGO VASCULAR 
 
El estudio de pacientes con homocistinuria, cuya concentración de tHcy es del orden de 10 
veces la de la población general, y que desarrollan enfermedad casrdiovascular en edades 
tempranas, lleva a McCully85 a sugerir la hipótesis de que el incremento moderado de 
homocisteína total en plasma puede relacionarse con el riesgo de enfermedad en la población 
general. La suplementación de la dieta con vitamina B y betaina en pacientes con 
homocistinuria, reduce de forma muy efectiva los niveles de tHcy y disminuye el riesgo de 
enfermedad vascular84. 
Son numerosos los estudios epidemiológicos observacionales, en los que se han demostrado 
asociaciones entre la concentración de tHcy y el riesgo de enfermedad cardiovascular e ictus, 
tanto en población general como en población con enfermedad vascular preestablecida. Los 
estudios prospectivos realizados, aunque más débiles e inconsistentes que los estudios 
retrospectivos, son más fiables ya que no son vulnerables a desviaciones debido al efecto de la 
enfermedad en la [tHcy], efecto denominado  “causalidad reversa”354. Un metaanálisis de 
estudios prospectivos demostró que, tras el ajuste con respecto a factores de riesgo vascular 
establecidos, concentraciones bajas de tHcy, se asocia con un menor riesgo de enfermedad 
cardiovascular y de ictus355.  
No está claro si existe una relación causal entre homocisteína y riesgo vascular, o si la 
homocisteína está relacionada con otros factores de riesgo vascular, lo que podría constituir 
un elemento de confusión, o si es un marcador de enfermedad existente. Aunque el cribado 
poblacional de hiperhomocisteína no es recomendable, en individuos que han manifestado 
enfermedad aterotrombótica en ausencia factores de riesgo clásicos, es aconsejable realizar el 
cribado de tHcy193. 
En la población objeto de este estudio, los varones presentan niveles de tHcy superiores (9,21 
μmol/L) al grupo de las mujeres (7,72 μmol/L), siendo estas diferencias estadísticamente 
significativas (p=0,029). 
Estudios poblacionales158,159,160 demuestran que la prevalencia de hiperhomocisteinemia 
(HHcy) en población general es del 5-7%, sin embargo en el presente trabajo la población 
analizada arroja una prevalencia de HHcy de 11,3%, superior a la descrita Aplicando el punto 
de corte establecido por sexo se observa que las mujeres presentan una frecuencia de HHcy 
(13,8%) superior a los hombres (8,8%).  
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Al segmentar por grupo de riesgo vascular, se demuestra que en los grupos con factores de 
riesgo vascular moderado (G1) y de enfermedad declarada (G2), la prevalencia de HHcy es 
significativamente mayor (χ2= 0,03, Fisher=0,04) que en el grupo sin factores de riesgo (G0), 
tal como se recoge en las tablas 5.2-IX y 6.4-I, mientras que en el grupo G0, la prevalencia de 
HHcy (5,3%) es similar a la descrita en la población general. Hay que resaltar que 2 de las 9 
mujeres del G1 (22,2%) presentan HHcy, mientras que solo 3 de 17 varones del G1 (15%), 
presentan HHcy.  
  
 
Agrupado por riesgo vascular  tHcy 
HHcy > 11-14 μmol/L Frecuencia %   N Sexo Media s 
G0=NO FRV No 72 94,7 G0 44 Mujer 7,39 1,96
  Si 4 5,3 32 Varón 8,09 1,97
  Total 76 100,0    
G1=FRV MODERADO No 24 82,8 G1 9 Mujer 8,22 2,54
  Sí 5 17,2 20 Varón 10,45 6,82
  Total 29 100,0    
G2=ENFERMEDAD No 6 60,0 G2 5 Mujer 9,80 3,27
  Si 4 40,0 5 Varón 11,40 4,50
  Total 10 100,0    
 
Tabla 6.5-I     Prevalencia de Hiperhomocisteinemia observada al agrupar por riesgo vascular. 
 
Estos datos corroboran la hipótesis que considera la hiperhomocisteínemia como factor 
independiente de riesgo vascular157.  
Aunque es evidente que los grupos de mayor factor de riesgo presentan valores elevados de 
tHcy, y el tratamiento con ácido fólico reduce sus niveles, hoy por hoy no existe evidencia 
científica clara que avale que la reducción de los niveles de tHcy reduzca el riesgo de 
enfermedad vascular.  
Los trabajos realizados hasta el momento, sugieren que el aumento moderado de tHcy, en 
población no fortificada con fólico, es un modesto factor de riesgo cardiovascular, más fuerte 
para riesgo de ictus354. 
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? PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO, ANTICUERPOS anti-Hsps Y RIESGO 
VASCULAR 
 
Las Hsps comprenden al menos 24 familias con un alto grado de homología en su secuencia 
entre diferentes especies. Una de las más estudiadas en relación con la aterosclerosis y 
enfermedad cardiovascular ha sido la familia de las Hsp70. 
El papel de las Hsps en la enfermedad cardiovascular es complejo. Parece que las Hsp70 
juegan un papel citoprotector, de forma que niveles elevados de Hsp70 se asociarían con un 
bajo riesgo cardiovascular y baja severidad de la enfermedad343. Niveles bajos de Hsp70 se 
asocian con presencia de ateroclerosis y la disminución de las Hsp70 podría incrementar la 
vulnerabilidad del tejido cardiovascular al entorno y a los agentes estresantes. 
Por otra parte, los niveles de Hsp70 se han relacionado con la presencia en la placa de 
ateroma de actividad proteolítica elevada. Sobre la base de que los polimorfonucleares son la 
clase de leucocitos predominante, concentrados por la hemorragia intraplaquetaria, se han 
estudiado marcadores de actividad de polimorfonucleares neutrófilos como mieloperoxidasa 
(MPO) y metaloproteinasa (MMP-9). Así los neutrófilos activados podrían ser una fuente de 
proteasas capaces de degradar las Hsp70 intracelulares, sintetizadas en respuesta a la agresión 
(protectoras de aterosclerosis), lo que provocaría un descenso de los niveles de Hsp70 en 
situación de enfermedad declarada. La incubación in vitro de Hsp70 con elastasa  produce 
proteolísis, similar a lo que ocurre al incubar con placas de aterosclerosis ex vivo y cuyo 
efecto es neutralizado por inhibidores de elastasa356.  Así mismo se ha demostrado, en 
humanos, actividad elastasa en neutrófilos.  
Los datos de Martín-Ventura356 soportan la idea de que las proteasas sintetizadas en la 
activación de PMNs, involucradas en la aterosclerosis, se encargarían de la degradación 
proteolítica de las Hsp70 sisntetizadas como factor protector.  
Los datos presentados en esta memoria con respecto a los niveles de Hsp70 en PMNs,  (tabla 
5.2-XIII), apoyarían esta teoría, habiéndose observado un aumento de la síntesis de Hsp70 en 
respuesta a la agresión, de forma que el grupo de individuos con factor de riesgo moderado 
(G1) presenta los niveles de Hsp70 más altos, siendo superior al grupo G0 sin factores de 
riesgo. El hecho de que en el grupo de individuos con enfermedad declarada (G2), se 
produzca una disminución de Hsp70, podría indicar que en situación de enfermedad, el 
sistema de producción de Hsp70 intracelular se agotaría.  El aumento de Hsp70 intracelular en 
el G1, no se asocia con otros factores de riesgo vascular clásicos como sexo, 
hipercolesterolemia, hipertensión o diabetes. 
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Aunque en relación con el hábito tabaquico, se ha descrito que el tabaco induce la síntesis de 
Hsp70 en PMNs357, en nuestra población se observa un ligero incremento entre G0 y G2 
cuando el consumo de tabaco es muy elevado, pero que no alcanza significación estadística. 
En base a los resultados obtenidos, se plantea la siguiente hipótesis: 
El aumento de la expresión de Hsp70 intracelulares, provocaría su movilización hacia a la 
membrana celular, produciéndose la salida de la célula de las Hsp70, de tal manera que la 
concentración de Hsp70 circulantes podría reflejar el balance entre su secreción por arterias 
sanas y su degradación por las proteasas ateroscleróticas, constituyendo un probable indicador 
de la situación intracelular, de forma que aquellos individuos que presentaran enfermedad 
aterosclerótica, tendrían los valores más bajos de Hsp70 sérica. 
Los datos recogidos en la tabla 5.2-XVII, para Hsp70 séricas reflejan una situación similar a 
la anterior (Hsp70 en PMNs), de manera que los niveles más bajos de Hsp70 séricas se 
presentan en el grupo de riesgo vascular (G2). 
Como cuestiona Hooper358, ¿son los niveles bajos de Hsp70 séricas los que constituyen el 
primer evento en la aterosclerosis?, o ¿son los niveles de Hsp70 los que disminuyen como 
resultado de la aterosclerosis?. 
La mayoría de los trabajos se han centrado en las Hsp70 como moléculas intracelulares, sin 
embargo su papel citoprotector como molécula extracelular está menos estudiado. Si el origen 
de las Hsp70 circulantes fuera el endotelio, podría ser razonable asumir que los niveles están 
influenciados por la activación endotelial de forma directa ó bien por la generación 
comprometida de NO. Sin embargo las Hsp70 inducen la producción de NO a partir de 
macrófagos.  
Las Hsps circulantes parecen influir en la progresión de aterosclerosis. Así en  pacientes con 
hipertensión establecida, el grosor de la capa íntima-media, como medida de la enfermedad 
cardiovascular (ECV), disminuye en aquellos pacientes con niveles de Hsps circulantes 
elevadas, mientras que niveles bajos de Hsp70 séricas, en el mismo grupo de pacientes, se 
asocian con aterosclerosis en sujetos con hipertensión establecida310, enfermedad coronaria343 
y aterosclerosis359. Esto indicaría que las Hsp70 circulantes pudieran predecir el desarrollo de 
aterosclerosis y se sugiere que las Hsp70 podrían proteger frente a la aterosclerosis, o 
modificar su progresión en este tipo de sujetos. 
Estudios previos demuestran la existencia de una correlación inversa entre los niveles de 
Hsp70 circulantes y la progresión de la aterosclerosis. Sin embargo no se han explorado los 
posibles mecanismos que pudieran  explicar esta relación inversa310,360. 
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En nuestro trabajo se observa que aunque no existen diferencias estadísticamente 
significativas, al segmentar por grupo de riesgo vascular la población estudiada, el grupo G2 
de enfermedad presenta los valores más bajos de Hsp70 séricas y al analizar con respecto a la 
presencia de HTA, el grupo de sujetos con hipertensión establecida presenta una distribución 
de [Hsp70] séricas con un intervalo menor (0,31-3,19 ng/mL) que el grupo sin HTA (0,19-









Figura 6.5-1 Distribución de los valores de Hsp70 séricas, en ausencia/presencia de Hipertensión Arterial (HTA: NO/SI) 
 
Recientemente Svenson361, demuestra que las Hsp70 sintetizadas por macrófagos en respuesta 
al tratamiento con LDL-oxidadas, pueden actuar como potente inductor paracrino en la 
expresión y producción de citoquinas, sugiriendo que las Hsp70 extracelulares, además del 
papel citoprotector otorgado a las HSPs intracelulares274, podrían estar relacionadas con la 
acumulación lipídica inducida por LDL oxidadas en macrófagos y por tanto con la iniciación 
del proceso inflamatorio en la placa aterosclerótica.  
En nuestro trabajo, aunque en la población global no se demuestra correlación entre los 
niveles de LDL-colesterol y Hsp70 sérica (p=0,714), al fragmentar por grupo de riesgo 
vascular, se observa que la [LDL-colesterol] y [Hsp70] séricas, aumentan en el grupo G1 de 
riesgo vascular moderado,  con respecto a los otros grupos de riesgo vascular, aunque la 
correlacion no alcanza significación estadística (p=0,200), lo que podría apoyar la teoría de 
Svenson.  
Aunque algunos trabajos muestran que las Hsp70 séricas e intraleucocitarias disminuyen con 
la edad362, y que podrían relacionarse con el estrés por envejecimiento, en nuestra serie no se 
ven afectados los niveles ni por edad, debido probablemente al intervalo (40-60 años) de 
nuestra población,  ni por sexo. 
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Se ha demostrado una clara relación entre Hsp60 y enfermedad cardiovascular (ECV)276, 
aunque la relación entre Hsp70 ó anticuerpos anti-Hsp70 y ECV ó fenotipos con riesgo de 
ECV no está clara. 
Las Hsp70 se han detectado en placas tanto fibróticas como necróticas344 y se sabe que los 
macrófagos son una fuente importante de producción de Hsp70 en la placa aterosclerótica363. 
Al aumentar los niveles de Hsp70 séricas, éstas ejercerían como auto-antígenos provocando la 
respuesta inmune y la síntesis de anticuerpos anti-Hsp70. La detección de los niveles de 
anticuerpos anti-Hsp70 (tabla 5.2-XXI), muestra que al aumentar las Hsp70 séricas, 
aumentaría la formación de complejos antígeno-anticuerpo, disminuyendo los niveles de 
anticuerpos circulantes, situación que reflejaría lo que sucede en el G1. Lo contrario ocurre en 
el G0 y G2 en donde, aunque por razones opuestas,  la formación de complejos será menor, 
dado que los niveles de Hsp70 séricas son menores, aumentando en consecuencia los niveles 
de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes.  
Los anticuerpos circulantes anti-Hsp60 disminuyen con la enfermedad, de forma que las 
Hsp60 séricas aumentarían, como consecuencia de su sobreexpresión intracelular, transporte  
y vertido al torrente circulatorio. 
Las estatinas reducen significativamente los niveles de anticuerpos anti-HSP60 y anti-
Hsp70364. Esta reducción no se explica por el efecto antiinflamatorio de las estatinas365, y no 
se asocia con cambios en los niveles de proteína C reactiva (RCP). 
En nuestra población, en el momento del reclutamiento, solo 7 de los 115 individuos 
individuos, refieren estar en tratamiento con  estatinas, los cuales presentan niveles de 
anticuerpo anti-Hsp60 circulantes inferiores a los individuos sin tratamiento, como se recoge 
en la tabla 6.5-II, que aunque debido al pequeño tamaño muestral no alcanza significación 
estadística, al aumentar el número de individuos se confirma una reducción significativa366. 
   
Anticuerpos anti-Hsp60 
Estatinas N Mín Máx Media s 
NO (tto) 108 10,01 346,50 63,26 60,72
SI (tto) 7 19,91 50,81 33,29 10,75





? RELACIÓN ENTRE Hsps, tHcy y PCR 
 
Siguiendo la hipótesis planteada anteriormente, podría ocurrir que en aquellos individuos con 
tHcy elevada (factor de riesgo), se indujera una respuesta de choque térmico o respuesta de 
estrés, con el consiguiente aumento de Hsp70 intracelular, aumento de Hsp70 séricas y 
respuesta inmune. En consecuencia los anticuerpos anti-Hsp70 circulantes deberian disminuir 
al aumentar la formación del complejo antígeno-anticuerpo. Si por el contrario sucede un 
aumento de actividad proteasa, las Hsp70 intracelulares podrían ser degradadas, 
disminuyendo la [Hsp70] séricas y aumentando los niveles de anticuerpos circulantes. Así en 
los individuos del G1 con riesgo vascular moderado, se demuestra la existencia de una 
correlación directa entre tHcy y anticuerpos anti-Hsp70 circulante, lo que se podría explicar 
bien por una respuesta de choque térmico tardía (no aumento de expresión de Hsp70), ó bien  
por un aumento de la destrucción de Hsp70 intracelular. 
No se ha demostrado relación entre los niveles de Hsps, ni anticuerpos con la proteína C 
reactiva. Sin embargo sí se produce asociación entre los niveles de tHcy y PCR. Así, se 
confirma la existencia de correlación directa entre los niveles de [tHcy] y [PCR] en población 
general (p=0,002), que se produce a expensas de las mujeres del G0 (p=0,007)  
Dado que, aunque no existe diferencias estadísticamente significativas, las mujeres presentan 
niveles superiores de Hsp70 intracelulares que los varones, se podría explicar este aumento de 
Hsp70 en respuesta a la agresión producida en aquellas mujeres con niveles elevados de tHcy 
y PCR, lo que habrá que demostrar con un tamaño muestral mayor. Las mujeres del grupo 
G1, presentan valores medios de tHcy menores y niveles de Hsp70 intracelulares superiores a 
los valores medios que presentan los varones del G1, lo que se podría explicar si hubiera una 




6.6 POLIMORFISMO 677C>T. INFLUENCIA EN tHcy y Hsps  
 
La enzima 5, 10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la conversión del 5,10 
metilen-tetrahidrofolato en 5-metil-tetrahidrofolato, que es la principal forma circulante del 
folato. El polimorfismo 677C>T de la MTHFR se asocia con niveles elevados en plasma de 
homocisteína y está implicado como factor de riesgo en la enfermedad trombótica. Este 
polimorfismo provoca la sustitución en posición 222 de alanina por valina, lo que da lugar a 
una enzima termolábil cuya actividad específica está sensiblemente disminuida132, hasta un 
50% en los individuos homocigotos mutados (HM) con genotipo TT, por lo que dichos 
individuos presentan una tendencia a lo largo de su vida a padecer  hiperhomocisteinemia 
moderada367. 
La variante termolábil de la MTHFR está presente en el 5% de la población general368  y en el 
17% de los pacientes con enfermedad coronaria. El genotipo TT se ha asociado con un 
aumento de los niveles de tHcy89,369,370,371.  
La relación entre la presencia del polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR y el riesgo de 
enfermedad cardiovascular no ha sido claramente demostrada, siendo numerosas las 
publicaciones existentes en ambos sentidos. 
Algunos autores describen una asociación entre el genotipo TT y un aumento del riesgo de 
enfermedad cardiovascular prematura372, aunque la ausencia de una clara evidencia89,373, lo 
convierte en un tema controvertido. En pacientes con alto riesgo de enfermedad 
cardiovascular se ha asociado el genotipo TT con la extensión de aterosclerosis coronaria374. 
La frecuencia del genotipo TT varia a nivel internacional, asociándose a una distribución 
geográfica, siendo más alta en población de origen hispano, más baja en poblaciones con 
ancestro europeo y menor en poblaciones con ancestro  de origen africano375,376. Así en países 
como Francia, Hungría y España, el genotipo TT, aparece con una frecuencia del 10-12%, 
mientras que en países nórdicos como Finlandia y Holanda, la prevalencia es menor (4-6%), 
lo que contrasta con una elevada prevalencia en el sur de Europa, que alcanza entre el 20-26% 
en Sicilia. También se ha descrito una frecuencia del 20% en ciertos grupos hispanos de 
Estados Unidos y América Latina, a diferencia de la observada en grupos de África(1%)377,354, 
367.   Un metaanálisis realizado por Wald89 sobre 72 estudios en relación con el polimorfismo 
677C>T de la MTHFR y 20 estudios prospectivos realizados sobre homocisteína y riesgo 




? INFLUENCIA DEL 677C>T EN [tHcy] 
 
Estudios prospectivos realizados para el estudio de asociación entre riesgo de enfermedad 
cardiovascular y el polimorfismo 677C>T de la MTHFR, demuestran que la presencia del 
genotipo TT, confiere un aumento de los niveles de tHcy del orden de 25% superior a 
individuos con genotipo CC. Recientemente, un trabajo realizado sobre población gemelar378, 
para  estudio de herencia de niveles de tHcy, confirma la importancia del polimorfismo 
677C>T como el mayor determinante de la concentración de tHcy en población no 
suplementada con ácido fólico.  
La frecuencia del polimorfismo 677C>T, descrita en población española control379, es del 
16%. 
En un estudio realizado en España380, sobre 46 pacientes con enfermedad vascular, el 34,8% 
presentaba en homocigosis el alelo T, de los que el 62% presentaba valores de homocisteina 
superior a 12 μmol/L. La frecuencia observada es muy superior a la encontrada en estudios 
previos377,381.  
Los datos obtenidos en este trabajo, muestran que el 44,3% de la población presenta en 
heterocigosis la mutación (CT), similar a lo descrito en la literatura130,382, mientras que el 
19,1% presenta en homocigosis el alelo T, porcentaje similar a lo encontrado en los estudios 
realizados en población latinoamericana, con una frecuencia alélica en equilibrio con la ley de 
Hardy-Weinberg, que no se modifica al fragmentar por sexo. Sin embargo al fragmentar por 
grupo de riesgo vascular se observa que la frecuencia del genotipo TT es superior en los 
grupos con factores de riesgo vascular frente al grupo sin factores de riesgo (G0). Esta 
diferencia alcanza significación estadística, lo que apoyaría la teoría de asociación entre 
genotipo TT y riesgo vascular. 
A pesar de ser un tema controvertido, en el presente trabajo se observa que los sujetos que 
presentan la mutación en homocigosis, arrojan los niveles más altos de tHcy, especialmente 
los varones pertenecientes al G1, si bien en el grupo con enfermedad (G2) el pequeño tamaño 
muestral no permite inferir conclusiones estadísticamente significativas, lo que confirmaría 
que la presencia de la mutación en homocigosis se asocia a elevación de tHcy y que ésta es un 
factor aterogénico independiente. 
 
Está descrito que los niveles de homocisteína aumentan con la edad. Al analizar los datos en 
la población estudiada y dado el intervalo de edad (40-60 años), no se observa un aumento 
DISCUSIÓN 
 192
significativo de los valores de homocisteína. Sin embargo, al segmentar la población de 
acuerdo a la presencia/ausencia del polimorfismo 677C>T, se observa que solo en el grupo 
que presenta la mutación en heterocigosis, se produce un aumento de la tHcy con la edad (Fig 
6.6-1 y tabla 6.6.I), que es estadísticamente significativo (Kruskall-Wallis, p=0,025). Esta 
observación hasta ahora no documentada, podría ser debido al tamaño muestral, lo que habrá 
que confirmar en estudios posteriores con una muestra poblacional mayor. 
 
tHcy 
677C>T Edad N Mín Máx Media s 
WT 40-44 7 5 9 7,14 1,676
 45-49 15 5 13 8,33 2,059
 50-54 6 5 10 8,33 1,966
 55-59 9 5 10 8,33 1,936
 =60 5 5 13 8,60 3,286
HT 40-44 13 4 11 6,85 2,154
 45-49 18 4 12 7,33 2,351
 50-54 17 6 12 8,35 1,766
 55-59 3 9 18 12,67 4,726
HM <40 3 6 36 20,33 15,044
 40-44 3 8 10 8,67 1,155
 45-49 6 5 12 8,83 2,563
 50-54 6 6 14 8,83 3,061
 55-59 3 6 14 9,00 4,359
 =60 1 9 9 9,00 .
 
Tabla 6.6-I  Niveles de tHcy, agrupado por 677C>T  y edad      Figura 6.6-1  tHcy por edad con 677C>T: HT 
 















? INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO 677C>T EN [Hsp70] Y ANTICUERPOS anti-Hsps 
 
La búsqueda de nuevos factores de riesgo vascular nos lleva al análisis de la posible relación 
de este polimorfismo sobre las Hsps.  
La influencia de esta mutación (presencia/ausencia) sobre los niveles de Hsps no está 
documentada, y se desconoce su relevancia, ya que el genotipo para la mutación 677C>T y la 
biología de las Hsps son factores independientes en la etiopatogenia de la aterosclerosis. 
Sin embargo y en contra de lo que se podría esperar, los resultados obtenidos (tabla 5.5-I) 
muestran la existencia de una posible asociación entre genotipo y expresión de Hsp70 
intracelular en población general, de manera que aunque no existen diferencias 
estadísticamente significativas, los sujetos que presentan la mutación en homocigosis (TT), 
presentan los niveles más elevados de Hsp70 intraleucocitaria (PMNs), con niveles más bajos 
de anticuerpos anti-Hsp60, especialmente en individuos HM para la 677C>T pertenecientes al 
G1, lo que coincide con los niveles más altos de tHcy.  
En relación al sexo, las mujeres que de forma global presentan niveles superiores de Hsp70 
intracelulares más altas que los varones, lo hacen a espensas del grupo WT (CC), cuya 
diferencia con los varones es casi significativa. El genotipo salvaje CC parece se asocia con 
niveles más bajos de Hsp70 intracelulares. 
Además se ha observado que el % de individuos catalogados como “hiper” productores de 
Hsp70 en PMNs, es superior en el grupo HM (TT), como se recoge en la figura 6.6-2  
Hsp70 PMN 

























Figura 6.6-2  Producción (en %) de Hsp70 en PMN (A) de acuerdo con 677C>T.  
Donde H: “hiper” productor, N : “normo”productor  y L: “hipo” productor. 
 
Considerando la hipótesis de que una HHcy de origen genético (genotipo TT), constituye un 
factor de riesgo vascular independiente, el grupo de individuos clasificados como “hiper” 
productores de Hsp70, tendrían un mejor pronóstico y estarían más protegidos frente a un 




Por el contrario los individuos heterocigotos con genotipo CT pertenecientes al grupo G2, 
presentan los menores niveles de Hsp70 en PMNs, lo que se explica bien por un menor nivel 
de tHcy y en consecuencia menor riesgo, bien por agotamiento del sistema de las Hsps en la 
enfermedad, o bien debido al pequeño tamaño muestral de los grupos obtenido cuando se 
realiza una segmentacion de los casos. 
Con respecto a las Hsp70 séricas, se observa que el mayor % de “hiper” productores se 
encuentra en el grupo con genotipo TT (figura 6.6-3), de forma similar a lo que ocurre con las 
Hsp70 en PMNs, lo que parece constituir un reflejo de la situación intracelular. De igual 
manera los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes son menores en el grupo con 
genotipo TT. 
Hsp70 séricas 

























Figura 6.6-3 Producción (en %) de Hsp70 séricas de acuerdo con 677C>T 
Donde H: “hiper” productor, N : “normo”productor  y L: “hipo” productor 
 
Podría resultar de interes analizar de forma individual la relación entre tHcy, Hsp70 en PMNs 
y presencia 677C>T, especialmente en varones (↑tHcy, ↓Hsp70 PMN), ya que su 
combinación serviría como un índice predictivo de riesgo vascular. No obstante esta 
asociación debe tomarse con cautela ya que a priori son factores de riesgo vascular no 
relacionados entre sí y dado que la asociación no alcanza significación estadística, podría ser 
de origen casual y no causal. Sin embargo y a la búsqueda de factores de riesgo y posibles 
asociaciones, ésta podría resultar muy interesante.  
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6.7 POLIMORFISMOS DE LA REGIÓN REGULADORA DEL GEN hsp70. 
INFLUENCIA EN LOS NIVELES DE Hsps Y ANTICUERPOS anti-Hsps  
 
Las proteínas de choque térmico (Hsps), proteínas altamente conservadas, son inducidas, 
tanto en procariotes como en eucariotes, por una gran variedad de agentes capaces de 
provocar un estrés celular. La denominada respuesta celular al choque térmico (HSR) reduce 
la síntesis de numerosas proteínas y por un periodo determinado de tiempo incrementa la 
síntesis de Hsps, actuando éstas como caperonas uniéndose a proteínas sintetizadas con error 
de plegamiento o desnaturalizadas, lo que puede tener consecuencias letales, promoviendo su 
correcto plegamiento o su degradación383. El mecanismo molecular a través del cual las Hsps 
ejercen su protección frente al estrés no está bien definido. Está descrito que miembros de la 
familia de las Hsp70 se asocian con la defensa celular frente a procesos que provoquen estrés 
oxidativo como isquemia, inflamación y/o envejecimiento. Mientras que las Hsps 
intracelulares actuan como caperonas moleculares, ayudando en el plegamiento y mecanismo 
de transporte de otras proteínas en condiciones fisiológicas y de estrés384, las Hsps 
extracelulares juegan un importante papel en la inducción de la respuesta inmune celular. La 
unión de las Hsp libres a su receptor en células presentadoras de antígenos, se ha demostrado 
que induce la secreción de citoquinas proinflamatorias385 en monocitos y actuan como una 
estructura de reconocimiento para células natural killer (NK)386. 
La capacidad de la respuesta al choque térmico (HSR) desciende con la edad, disminuyendo 
la síntesis de Hsps y dejando más vulnerable al organismo frente a al daño celular387. El 
estudio molecular y la secuenciación de los genes hsp ha permitido la identificación y 
conocimiento de algunos polimorfismos (SNPs) que podrían estar implicados en la respuesta 
al estrés. Así, la búsqueda de polimorfismos en el gen hsp70 que pudiera explicar la alteración 
cualitativa y cuantitativa de Hsp70 en el proceso de envejecimiento llevó al estudio del SNP 
2437 T>C presente en la región codificante del gen hsp70-Hom para HSP1AL. Este 
polimorfismo da lugar al cambio de metionina por treonina en el dominio de unión al sustrato 
(18KDa), lo que podría modificar su especificidad388, alterando la efectividad funcional de la 
Hsp70. En estudios poblacionales realizados329,389, se observa que la frecuencia del alelo C en 
homocigosis, con genotipo CC disminuye con la edad, lo que indicaría que individuos con 
este genotipo no alcanzan edad prolongada.   
Trabajos recientes demuestran que el gen hsp70-2 posee un único sitio de inicio de 
transcripción y que la efectividad de la transcripción requiere un fragmento mínimo de 392 pb 
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desde el codon de inicio ATG, mientras que la delección de 150pb desde 5` en la región del 
promotor,  reduce drásticamente su actividad390. 
Las Hsps, cuya actividad antiinflamatoria y en consecuencia protectora del desarrollo y 
progresión de la aterosclerosis, pueden utilizarse como biomarcador para evaluar el estado de 
enfermedad y la exposición a estrés, y el estudio de mutaciones relacionadas con su 
expresión, actividad y funcionalidad permitiría a priori, de una manera combinada la 
valoración del riesgo vascular . 
No existen muchos estudios epidemiológicos acerca de la frecuencia en población general 
para las mutaciones estudiadas en este trabajo. Como se recoge en las tablas 5.7-II-IV los 
polimorfismos –326 A>C y –27 G>C, que se coexpresan, presentan una frecuencia de 
aparición muy superior al resto de polimorfismos estudiados, para los que no se ha realizado  
ningún análisis de su posible influencia en la expresión de Hsps. 
La frecuencia de aparición de los distintos genotipos encontrada para los SNPs –326 A>C  y –
27G>C, es muy similar a la obtenida para la mutación 677C>T, tanto en población general 
(tablas 5.7-II y 5.4-II) como al segmentar por sexo (tabla 5.7-VII y 5.4-V), lo que podría 
sugerir, aunque con baja probabilidad, la existencia de una posible asociación o relación. 
Como era previsible, al realizar la correlación bivariada no paramétrica entre frecuencia de los 
SNPs del promotor del gen hsp70 y el gen de la MTHFR, se demuestra la ausencia de 
correlación, siendo simplemente una casualidad la similitud de porcentajes. 
Por el contrario, al segmentar la población por grupo de riesgo vascular, se observa que la 
frecuencia de aparición del genotipo homocigoto mutado (HM) para el SNP del promotor del 
gen hsp70-1, es muy similar en los 3 grupos (G0, G1 y G2), lo que sin embargo no ocurre 
para el SNP de la MTHFR, en el que el genotipo HM es mucho menos frecuente en el grupo 
sin factores de riesgo vascular. 
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? INFLUENCIA DEL –326 A>C y –27G>C EN  [Hsp70] Y ANTICUERPOS ANTI-Hsps 
 
Los niveles elevados de Hsps70, cuya actividad antiinflamatoria está descrita, ejercen un 
papel protector en el desarrollo y progresión de la aterosclerosis.  
La presencia de alguna mutación que produjera disminución en la expresión de Hsp70, podría 
considerarse como un factor añadido de riesgo, alterando su papel protector frente a la 
enfermedad. 
En la población estudiada, los individuos homocigotos mutados (HM) para los polimorfismos 
–326 A>C y –27 G>C, presentan los valores más bajos de Hsp70 en PMNs (tabla 5.8.1-I), 
siendo los varones HM del grupo G1 los que presentan niveles más bajos. Estos sujetos 
tendrían un potencial riesgo vascular más elevado que los aquellos WT o HT para los SNPs.  
Las mujeres HT del G1 presentan los valores más altos de Hsp70 en PMNs, por lo que  se 
podría pensar que el estado de portador constituye una situación protectora. 
Completando el análisis, los individuos HM presentan los niveles más altos de anticuerpos 
anti-Hsp70 circulantes, lo que estaría en concordancia con la hipótesis del mecanismo seguida 
en esta memoria. 
Al analizar la relación entre la presencia/ausencia de los SNPs con el % de expresión de 
Hsp70 en PMNs, se observa que % de “hiper” productores de Hsp70 en PMNs es menor 
cuando la mutación -326 A>C está en homocigosis, como se recoge en la figura 6.7-1. 
 
Hsp70 PMN 

























Figura 6.7-1  Producción (en %) de Hsp70 en PMN  de acuerdo con –326 A>C. 
 Donde H: “hiper” productor, N : “normo”productor  y L: “hipo” productor 
 
Por tanto la presencia de las mutaciónes –326 A>C y –27G>C en homocigosis, constituiría un 
factor de riesgo añadido.  
Otro polimorfismo estudiado (–97T>C ), aunque aparece con una frecuencia baja en 
heterocigosis (12%) en nuestra población, parece que podría ser protector de aterosclerosis, 
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especialmente en mujeres, aunque debe tomarse con cautela esta observación debido al bajo 
número de casos obtenidos en este grupo. 
 
Por lo que se refiere a los anticuerpos anti-Hsp60, no se ha podido demostrar ninguna relación 
entre los niveles de anticuerpos circulantes y la presencia/ausencia de los SNPs del promotor 
del gen hsp70. Sin embargo los niveles de anti-Hsp60 parecen estar relacionado con la 
enfermedad, ya que los menores valores se observan en el grupo G2 de enfermedad 
aterosclerosis.  
Parece pues que los anticuerpos anti-Hsp60 no se modifican por mutaciones en genes 
diferentes del que codifica para su proteína y que sus valores están en relación sólo con la 
presencia de la enfermedad 
Sin embargo, existe una correlación inversa y estadísticamente significativa (p=0,019) entre 
los niveles circulantes de anticuerpos anti-Hsp60 y tHcy, en el grupo de varones HT para la –
326 A>C del G1 (tabla 5.9-IV). Si consideramos la HT como situación protectora, los varones 
del G1 en situación de ↑tHcy, ↓anti-Hsp60, ↑anti-Hsp70, que presenten  valores más altos de 
Hsp70 en PMNs, tendrian mejor pronostico. 
Es una situación causal de HHcy? Cual es la causa?. O es una situación casual?  
Por tanto, desde el punto de vista de evaluación de riesgo vascular, la peor situación sería: 
varón del G1 ó G2, HM para –326 A>C, “hipo” productor de Hsp70 PMNs, HHcy, con 




6.8 BIOLOGÍA DE LAS Hsps EN LA ATEROSCLEROSIS 
 
 
A lo largo de esta memoria se ha analizado el posible papel que las Hsps juegan en la 
aterosclerosis, estudiando individuos sanos a los que se ha aplicado la carta de riesgo 
coronario de la Task Force, quedando agrupados de acuerdo a su riesgo vascular, con el 
objetivo de comprender la biología de las Hsp70, sus relaciones y su actividad como 
autoantígenos, analizando como se comportan en la enfermedad (grupos G1 y G2). 
En ausencia de factores de riesgo vascular, los individuos clasificados dentro del grupo G0, 
presentan una menor expresión de Hsp70 intracelular que el resto de individuos con algún 
factor de riesgo vascular. Este grupo presenta el mayor porcentaje (26,32%) de individuos 
“hipo” productores de Hsp70 PMNs, como recoge la figura 6.8-1, debido probablemente a la 
ausencia de agentes estresante.  
HSP70 PMN 























Figura 6.8-1  Producción (en %) de Hsp70 en PMNs  de acuerdo al grupo de riesgo vascular.  
Donde H: “hiper” productor, N : “normo”productor  y L: “hipo” productor 
 
 
En este grupo (G0) se ha podido demostrar correlación directa (p=0,029) entre los niveles 
circulantes de anticuerpos anti-Hsp70 y anti-Hsp60, lo que parece indicar, incluso en ausencia 
de estrés, la existencia de un mecanismo autoinmune. Los niveles más altos de anticuerpos 
anti-Hsp60 se presentan en el G0. Esta correlación es más significativa (p=0,005) en los 
individuos G0 que presentan la mutación –326 A>C del promotor del gen hsp70 en 
heterocigosis.  
A la vista de los resultados obtenidos y a la búsqueda de nuevos marcadores que de forma 
individual pudieran indicar un futuro riesgo vascular, se podría plantear que en este grupo 
(G0) el aumento de Hsp70 intracelular estaría justificado en respuesta a algún tipo de estrés a 
priori no detectado, de forma que individuos clasificados hiper productores de Hsp70 
intracelular, estarían en mayor riesgo que los “normo”(N) o “hipo”(L) productores. Por tanto 
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un aumento en la expresión de Hsp70 intracelular en individuos del G0, constituiría un 
indicador de alarma de futuro riesgo. 
 
En presencia de factores de riesgo vascular moderado, se induce la expresión de Hsp70 
intracelular en respuesta a la agresión, de forma que los individuos del grupo G1 presentan los 
niveles más altos de Hsp70 en PMNs, así como el porcentaje más alto (31,03%) de sujetos 
“hiper”(H) productores, tal y como se muestra en la figura 6.8-1. Las mujeres del G1, 
presentan niveles más altos que los varones. Así mismo se ha observado la existencia de una 
correlación inversa entre Hsp70 en PMNs y anticuerpos circulantes anti-Hsp60, que alcanza 
significación estadística (p=0,007) en las mujeres del G1, en las que se demuestra también 
correlación inversa y significativa (p=0,005) entre los niveles de Hsp70 séricos y anticuerpos 
circulantes anti-Hsp70, lo que apoya el mecanismo de acción propuesto anteriormente.  
En este grupo (G1) las mujeres tendrán un mejor pronóstico, mientras que los individuos 
“hipo” productores de Hsp70 en PMNs, especialmente varones,  tendrían un peor pronóstico. 
 
En el grupo de enfermedad (G2), se produce igualmente una correlación entre Hsp70 PMNs y 
suero, que en el caso de las mujeres es significativa (p=0,037), lo que confirmaría el 
mecanismo propuesto, pero sin embargo en las mujeres se observa una correlación directa 
entre niveles de Hsp70 en PMNs y anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, situación inversa a la 
que se produce en los grupos G0 y G1 y en los varones del G2, lo que podría indicar que en el 
grupo de mujeres en situación de enfermedad (G2), la formación del complejo antígeno-
anticuerpo se modifica, bien por alteración de los sitios de unión del anticuerpo anti-Hsp70, o 
bien por una alteración de las propiedades de Hsp70 séricas como antígeno. Sin embargo, 
debido al pequeño tamaño muestral del G2, es difícil sacar conclusiones.  
Una situación similar ocurre con los anticuerpos anti-Hsp60 circulantes, en donde las 
relaciones observadas se producen de forma inversa cuando se compara de acuerdo al sexo, de 
forma que los hombres del G2 presentan correlación directa (p=0,037) entre Hsp70 séricas y 
anticuerpos anti-Hsp60 circulantes, mientras que las mujeres del G2 presentan correlación 
inversa que no alcanza significación. 
 
La presencia de indiduos “hiper”(H) productores de Hsp70 disminuye con el grado de riesgo 
vascular de manera concomitante con la presencia del polimorfismo -326 A>C tal y como se 
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Figura 6.8-2  Producción (en %) de Hsp70 en PMNs  por grupo de riesgo vascular y SNP  -326 A>C   
Donde H: “hiper” productor, N : “normo”productor  y L: “hipo” productor 
Donde: WT (salvaje), HT (Heterocigoto), HM (Homocigoto mutado) 
 
 
El estudio de la biología de las Hsps en la enfermedad requiere ulteriores estudios 
encaminados fundamentalmente a la localización de individuos que hayan padecido un evento 
vascular y que voluntariamente quieran participar en estos estudios, con objeto de aumentar el 
























7. RESUMEN  
 
 
La aterosclerosis, principal causa de enfermedad cardiovascular, constituye un complejo 
proceso inflamatorio crónico que se inicia con el daño celular a nivel del endotelio y termina 
con la formación de lesiones estratificadas en la pared arterial.  
En respuesta a agentes aterogénicos como hipercolesterolemia, hábito tabáquico, resistencia a 
la insulina, agentes infecciosos o hiperhomocisteinemia, el endotelio se activa expresando 
moléculas de adhesión en su superficie, incrementando su permeabilidad a lipoproteínas, 
sintetizando y secretando citoquinas. Como consecuencia, leucocitos mononucleares migran y 
se adhieren a la pared del vaso, acumulándose lipoproteínas en el espacio subendotelial, cuya  
oxidación contribuye al proceso inflamatorio por activación de macrófagos, que a su vez 
sintetizan citoquinas y factores de crecimiento que promueven la atracción de células 
musculares lisas, estimulando la angiogénesis. La adhesión plaquetaria a la superficie 
endotelial y la secreción de quimiocinas y factores de crecimiento contribuye a la migración 
de células musculares lisas desde la media a la íntima, estimulando la producción extracelular 
de proteinas de la matriz. La formación de la capa fibrosa que rodea el ateroma y la continua 
acumulación lipidica por macrófagos da lugar a la formación de células espumosas. 
Dependiendo del espesor de la capa fibrosa se producirá la ruptura, con la consiguiente 
exposición del core necrótico del ateroma a la sangre, agregación plaquetaria con trombosis y 
potencial infarto. 
La ausencia de factores de riesgo clásicos, no previene de accidentes cardiovasculares. 
La hiperhomocisteinemia se considera factor de riesgo vascular independiente y se relaciona  
con la presencia de genotipo homocigoto mutado para la 677C>T de la MTHFR. 
En la aterosclerosis los niveles elevados de Hsp70 intracelulares que poseen propiedades 
antiinflamatorias, se han relacionado con el desarrollo y pronóstico de la enfermedad, y se 
asocia al genotipo salvaje para los SNPs –326 A>C y –27G>C del promotor del gen hsp70. 
Niveles disminuidos de Hsp70 en PMN se asocian con genotipo mutado.  
Ante la agresión celular y/o daño endotelial, la célula responde activando los genes que 
codifican Hsps, lo que lleva a un incremento en la síntesis de Hsp70 intracelulares. La 
sobreexpresión de Hsp70 intracelular daría lugar a un incremento en el transporte a la 
membrana y su extravasación celular, alcanzándose un equilibrio transmembrana. Así las 
Hsp70 circulantes podrían reflejar la situación de las Hsp70 intracelulares. 
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Con la progresión de la enfermedad, se produciría un aumento de proteasas como 
metaloproteinasa 9 y/o elastasa, que pudieran provocar la degradación de las Hsp70 
intracelulares, disminuyendo sus niveles. 
Las Hsp70 juegan un importante papel en la protección celular frente al daño isquémico, de 
forma que niveles elevados de Hsp70 podrían reducir la adhesión plaquetaria en la 
inflamación. Los anticuerpos se han relacionado con el desarrollo y pronóstico de la 
aterosclerosis, de forma que al aumentar las Hsp70 intracelulares y séricas, disminuirian los 
niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, lo que implicaría un mejor pronóstico 
 
Resultados parciales de este trabajo, han sido comunicados a diversos congresos, y han sido 























Una vez finalizado el análisis de la población sometida a estudio, formada por individuos a 
priori sanos,  teniendo en cuenta que el 62,6% de los individuos presenta hipercolesterolemia, 
el 13% HTA y que el 25,21% de los sujetos quedaron clasificados en el grupo G1 con factor 
de riesgo moderado, podemos concluir que: 
8.1 El 12% de la población global estudiada presenta hiperhomocisteinemia moderada. 
8.2 Los individuos con factores de riesgo vascular presentan valores de tHcy superiores que 
los individuos del grupo sin factores de riesgo vascular (G0), con significación 
estadística. 
8.3 Los individuos homocigotos mutados para la 677C>T, presentan niveles de tHcy 
superiores a los individuos HT y WT, sin que alcance significación estadística. La 
frecuencia del genotipo TT para la 677C>T en los grupos de riesgo vascular moderado 
(G1) y con enfermedad (G2) es significativamente superior que en el grupo sin riesgo 
vascular (G0). Los niveles de tHcy aumentan con la edad exclusivamente en los 
individuos heterocigotos (CT) para la 677C>T. 
8.4 El aumento de Hsp70 intraleucocitaria, protege del desarrollo de aterosclerosis. Las 
mujeres de nuestro estudio presentan Hsp70 superiores a los varones. Los individuos del 
G1 presentan los mayores niveles de Hsp70 en PMN, siendo las mujeres las que 
presentan los niveles más altos. Los varones del G2 presentan los valores más bajos de 
Hsp70 en PMN, por lo que éstos tendrían peor pronóstico cuando desarrollen la 
enfermedad. El aumento de Hsp70 en PMN en sujetos del G0, en ausencia de factores de 
riesgo clásicos, podría ser indicativo de inicio de agresión celular, con posible aumento 
de riesgo vascular. 
8.5 Los individuos TT para la 677C>T presentan los niveles más altos de tHcy y de Hsp70 
intraleucocitaria.  
8.6 Las Hsps circulantes no aportan información como marcador de riesgo vascular, ya que 
parece que no tiene relevancia clínica en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular, 
pero sin embargo podrían reflejar el balance entre las Hsp70 secretadas por arterias 
sanas y las Hsp70 secretadas por la placa de ateroma. 
8.7 Los sujetos con riesgo vascular moderado (G1) presentan la menor concentración de 
anticuerpos anti-Hsp70 circulantes y se demuestra correlación estadísticamente 
significativa (p<0,01) con los niveles de tHcy. 
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8.8 La correlación inversa existente entre Hsp70 PMNs y anticuerpos anti-Hsp70 circulantes 
en el G1, sugiere el mecanismo propuesto como plausible.  
8.9 Los sujetos del G2 presentan niveles más bajos de Hsp70 circulantes y en consecuencia 
niveles más altos de anticuerpos anti-Hsp70 y anti-Hsp60. 
8.10 Los varones tienen tendencia a presentar Hsp70 séricas superiores que las mujeres, a lo 
largo de todos los grupos de factor de riesgo, lo que sucede especialmente en el G2. 
8.11 Los individuos homocigotos mutados para los SNPs 677C>T del gen de la MTHFR  y –
326 A>C del gen hsp70, se considerarían sujetos con un mayor riesgo vascular ya que 
en ellos se demuestra correlación entre el aumento de tHcy con un aumento de 
anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, en respuesta a la síntesis de Hsp70 producida como 
consecuencia del posible daño vascular. 
8.12 El fenotipo “hiper” productor de Hsp70 intracelular, se consideraría protector de 
enfermedad. 
8.13 Aquellos individuos “hipo" productores de Hsp70 intracelulares en G1, tendrían mayor 
riesgo. 
8.14 El estudio del fenotipo de Hsp70 junto con el genotipo para el promotor del gen hsp70 
podrían utilizarse como factor pronóstico de predicción de evolución de la enfermedad, 
que junto con el estudio de la tHcy permitiría la identificación de factores de riesgo que 
pudieran ser modificables. 
8.15 La menor concentración de anticuerpos anti-Hsps en el grupo de enfermos con 
aterosclerosis instaurada puede deberse a la formación de inmunoclomplejos, 

















9. PROPUESTA PARA EVALUACIÓN DE RIESGO VASCULAR 
 
El conocimiento de nuevos marcadores que sirvan de herramienta para clasificar de forma 
individual a un sujeto y poder predecir su nivel de riesgo vascular, ha sido objeto de 
numerosos trabajos, ya que conocer el estado de salud cardiovascular de la población y la 
posibilidad de ejercer una acción intervencionista ante un riesgo elevado, podría llevar a una 
disminución en el número de fallecimientos que se producen por enfermedad cardiovascular, 
lo que constituye un problema de salud pública. 
En base a los resultados obtenidos en este trabajo se propone la evaluación de un potencial 
riesgo vascular, considerando los factores de riesgo clásicos conjuntamente con los 
marcadores objeto de estudio. 
Así, una vez haya sido clasificado el individuo aplicando la carta de la Task Force, en grupos 
de riesgo vascular, aplicar una segunda carta teniendo en cuenta los niveles de tHcy, HSP70 
intracelular y la presencia/ausencia de SNPs para la –326 A>C del promotor del gen hsp70. 
La carta que se propone se recoge en la figura 9-1, de forma que un individuo sin factores de 
riesgo clásicos (peteneciente al G0), con niveles de tHcy bajos (L), homocigoto normal para 
la mutación –326 A<C y niveles elevados de Hsp70 intracelulares (H), tendría un bajo riesgo 
de presentar un futuro evento cardiovascular, mientras que un individuo del G2, con 
hiperhomocisteinemia, homocigoto mutado para la –326 A>C y bajo productor de Hsp70 
intracelular (L), tendría un alto riesgo de presentar un evento cardiovascular    
 
-326 A >C WT  HT  HM  
% Hsp70 PMNs H N L  H N L  H N L   
G2                     G2 
G1                     G1 
G0                       G0 
tHcy L N H  L N H  L N H   
 
Figura 9-1. Estimación de riesgo. Donde Verde: bajo, Amarillo: medio, Naranja: elevado y Rojo: alto 
  
 
La cuantificación del riesgo en porcentaje, no se ha realizado, básicamente por dos razones: 1) 
Es necesario aumentar el tamaño muestral, 2) Ausencia de un modelo matemático aplicable, 
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